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RESUME 
 
L’ischémie critique est une complication gravissime de l’artériopathie oblitérante des 
membres inférieurs car en dépit des progrès des techniques chirurgicales, le taux 
d’amputation des patients atteints est de 40% et le taux de mortalité à 5 ans de 50-75%. En 
l’absence de thérapeutique conventionnelle adéquate, l’angiogenèse thérapeutique par 
transfert de gène devient donc une alternative prometteuse. 
 
L'objectif de cette thèse a été de développer des vecteurs permettant l’expression de plusieurs 
facteurs pro-angiogéniques synergiques à doses plus faibles afin d'augmenter l'efficacité et la 
sécurité des vecteurs thérapeutiques. Ces vecteurs, dits multicistroniques, sont basés sur 
l'utilisation d'IRES (Internal Ribosome Entry Sites) : ce sont des activateurs traductionnels 
permettant l'expression contrôlée de combinaisons de molécules à partir d'une seule unité de 
transcription. Les vecteurs plasmidiques ont été injectés et électrotransférés dans le tibialis de 
modèle murin d'ischémie de la patte. 
 
La première étape a consisté à développer un vecteur bicistronique exprimant les deux 
angiogènes : FGF2 et Cyr61. Les analyses de Laser Doppler, d’artériographie et 
d’immunohistochimie ont montré que le vecteur bicistronique produit une revascularisation 
plus importante et plus fonctionnelle, alors même qu'il exprime 5 à 10 fois moins de 
molécules thérapeutiques que les vecteurs monocistroniques. Par ailleurs, l’administration du 
vecteur bicistronique n’accélère pas la croissance tumorale chez un modèle murin de 
mélanome B16 alors que cet effet délétère est retrouvé avec le vecteur monocistronique 
Cyr61. Ainsi mes résultats démontrent l'effet synergique de FGF2 et Cyr61: leur expression à 
faible dose par le vecteur bicistronique engendre un bénéfice thérapeutique supérieur aux 
vecteurs monocistroniques, dépourvu d'effets indésirables sur la croissance tumorale. 
 
La suite de la démarche a été d'étudier dans le même modèle d'ischémie une chemokine 
angiogénique, l’apeline, qui pourrait compléter l’effet des autres facteurs et optimiser 
l’angiogenèse en agissant sur une voie de signalisation différente. Les résultats montrent que 
l’apeline exprimée seule augmente les capacités de revascularisation des membres 
ischémiques en agissant à la fois sur le nombre et la taille des vaisseaux. Néanmoins, l’apeline 
n’a que peu d’effet sur la prévention des lésions nécrotiques consécutives à la création de 
l’ischémie. L'apeline apparaît alors comme un candidat de choix pour être associée à d'autres 
angiogènes. Une perspective intéressante serait de coupler au sein d’un vecteur bi- ou 
tricistronique, l’apeline avec le FGF-2 et/ou Cyr 61 pour tester un potentiel effet synergique 
sur le même modèle murin.  
 
Le but serait de déterminer l'association de facteurs la plus apte à permettre la formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins fonctionnels lors de l’ischémie du membre inférieur.  
Ainsi, nous avons créé et validé un outil, le vecteur à IRES, permettant la co-expression de 
faibles doses contrôlées de molécules thérapeutiques synergiques et dépourvu d’effets 
indésirables. Ce vecteur constitue une nouvelle perspective pour une thérapie génique plus 
sécurisée dans l’ischémie critique des membres inférieurs que nous souhaiterons voir évalué 
au cours d’essais cliniques. 

Liste des abréviations 
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LISTE DES ABREVIATIONS 
 
 
ACTH : Adreno CorticoTropic Hormone 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADNc : ADN complémentaire 
Ang : Angiopoïétine 
AOMI : Artériopathie Oblitérante des 
Membres Inférieurs 
ARNm : Acide Ribonucléique messager 
AT : Angiotensine 
BMC: Bone Marrow Cell 
CAD : 
CCN : Cyr61-CTGF-NOV 
CE : Cellule Endothéliale  
CML : Cellule Musculaire Lisse 
CMLV : Cellule Musculaire Lisse 
Vasculaire 
CMO : Cellule de la Moelle Osseuse  
CPE : Cellule progénitrice endothéliale 
COX : Cyclooxygenase 
CTGF : Connective Tissue Growth Factor 
Cyr61 : Cystein Rich Protein 61 
EGF: Endothelial Growth Factor 
Egr-1: Early Growth Response gene product-1 
EPC: Cellules Progénitrices Endothéliales 
FGF: Fibroblastic Growth Factor 
FGFR: FGF Receptor 
FIH: Factor inhibiting HIF-1 
FSS: Fluid Shear Stress 
GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony 
Stimulating Factor 
HGF : Hepatocyte Growth Factor 
HIF: Hypoxia Induced Factor 
HRE: Hypoxia Response Element 
HSPG: Héparane Sulfate Protéoglycane 
HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial 
Cell 
ICAM : InterCellular Adhesion Molecule 
ICMI : Ischémie Critique du Membre Inférieur 
IGF : Insulin-like Growth Factor 
IL : Interleukine 
IV: Intra Veineux  
kDa: kilo Dalton 
KO: Knock-Out 
LEE: Limitante Elastique Externe 
LEI : Limitante Elastique Interne 
MAP : Maladie Artérielle Périphérique 
MCP-1 : Monocyte Chemoattractant Protein 1 
MEC : Matrice Extra Cellulaire 
MMP: Matrix Métalloproteinase 
MO : Moelle Osseuse 
NO: Monoxyde d’azote 
NOV: Nephroblastoma Overexpressed 
Np: Neuropiline 
PDGF: Platelet Derived Growth Factor 
PDGFR: PDGF Receptor 
PF-4: Platelet Factor 4 
PlGF: Placental Growth Factor 
pO2 : Pression partielle en oxygène 
pVHL: Von Hippel Lindau 
RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G 
RTK : Récepteur à Tyrosine Kinase  
TGF: Transforming Growth Factor 
TIMPs: Tissue Inhibitor Metalloprotéinases 
TSP-1: Thrombospondine-1 
TNF-α: Tumor Necrosis Factor α   
uPA: urokinase Plasminogen Activator 
VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR: VEGF Receptor 
vWF: Von Willebrand Factor 
 
 
 
   
 

Table des matières 
 - 5 -
 
TABLE DES MATIÈRES 
 
RESUME ...........................................................................................................................................................- 1 - 
LISTE DES ABREVIATIONS ........................................................................................................................- 3 - 
TABLE DES MATIÈRES ................................................................................................................................- 5 - 
INTRODUCTION.............................................................................................................................................- 9 - 
I ARTERIOPATHIE OBLITERANTE ET ISCHEMIE CRITIQUE DES MEMBRES INFERIEURS - 
11 - 
I.1 DEFINITIONS........................................................................................................................................ - 11 - 
I.1.1 Anatomie pathologique .............................................................................................................- 11 - 
I.1.2 Physiopathologie et définition...................................................................................................- 11 - 
I.1.3 Facteurs de risque.....................................................................................................................- 12 - 
I.2 MANIFESTATIONS CLINIQUES, EPIDEMIOLOGIE ET EVOLUTION NATURELLE......................................... - 12 - 
I.2.1 Symptomatologie .......................................................................................................................- 13 - 
I.2.2 Épidémiologie et Evolution .......................................................................................................- 14 - 
I.3 PRISE EN CHARGE ................................................................................................................................ - 16 - 
I.3.1 Suppression des facteurs de risque ...........................................................................................- 16 - 
I.3.1.1 Cessation tabagique ..............................................................................................................................- 16 - 
I.3.1.2 Dyslipidémie.........................................................................................................................................- 16 - 
I.3.1.3 Diabète..................................................................................................................................................- 17 - 
I.3.1.4 Hypertension artérielle..........................................................................................................................- 17 - 
I.3.2 Les traitements médicaux ..........................................................................................................- 17 - 
I.3.2.1 Artérite asymptomatique.......................................................................................................................- 17 - 
I.3.2.2 AOMI symptomatique ..........................................................................................................................- 17 - 
I.3.2.3 Stade de l’ischémie critique..................................................................................................................- 19 - 
I.3.3 Traitements chirurgicaux : les techniques de restauration artérielle .......................................- 20 - 
I.3.3.1 Les techniques endovasculaires ............................................................................................................- 20 - 
I.3.3.2 La thromboendartériectomie.................................................................................................................- 21 - 
I.3.3.3 Les pontages court-circuitant une artère pathologique..........................................................................- 21 - 
I.3.3.4 Techniques mixtes chirurgicales et endovasculaires.............................................................................- 21 - 
I.3.3.5 Amputations .........................................................................................................................................- 21 - 
II ANGIOGENESE, ARTERIOGENESE ET PROCESSUS DE REVASCULARISATION POST-
ISCHEMIQUE ................................................................................................................................................- 25 - 
II.1 GENERALITES ET DEFINITIONS ........................................................................................................ - 25 - 
II.1.1 Structure et fonction du système vasculaire ..............................................................................- 25 - 
II.1.1.1 Le vaisseau sanguin.........................................................................................................................- 26 - 
a) L’intima ................................................................................................................................................- 26 - 
b) La média ...............................................................................................................................................- 27 - 
c) L’adventice ...........................................................................................................................................- 27 - 
II.1.1.2 L’endothélium .................................................................................................................................- 28 - 
II.1.1.3 La cellule musculaire lisse vasculaire..............................................................................................- 29 - 
II.1.2 Les grandes étapes du développement du réseau vasculaire ....................................................- 30 - 
II.1.2.1 Mécanisme moléculaire de l’angiogenèse .......................................................................................- 32 - 
a) Vasodilatation, perméabilité endothéliale et support péri-endothélial ..................................................- 33 - 
b) Prolifération et migration des cellules endothéliales.............................................................................- 33 - 
c) Formation du lumen..............................................................................................................................- 34 - 
d) Stabilisation des néovaisseaux..............................................................................................................- 34 - 
II.1.2.2 Mécanismes moléculaires de l’Artériogenèse .................................................................................- 35 - 
a) Définition..............................................................................................................................................- 35 - 
b) Les principaux mécanismes de l’artériogenèse.....................................................................................- 36 - 
II.2 LES PRINCIPAUX STIMULI MOLECULAIRES ET CELLULAIRES A L’ORIGINE DU PROCESSUS DE NEO-
VASCULARISATION POST-ISCHEMIQUE .......................................................................................................... - 38 - 
II.2.1 L’hypoxie...................................................................................................................................- 38 - 
II.2.2 Le shear stress...........................................................................................................................- 40 - 
Table des matières 
 - 6 -
II.2.3 La réaction inflammatoire.........................................................................................................- 42 - 
II.3 LES ACTEURS DU DEVELOPPEMENT DES VAISSEAUX ....................................................................... - 45 - 
II.3.1 Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) et ses récepteurs..........................................- 46 - 
II.3.2 La famille des facteurs de croissance des fibroblastes (Fibroblast Growth Factor : FGF) .....- 48 - 
II.3.3 Cyr-61 .......................................................................................................................................- 50 - 
II.3.3.1 Structure multimodulaire.................................................................................................................- 50 - 
II.3.3.2 La régulation de l’expression du gène .............................................................................................- 52 - 
II.3.3.3 Les récepteurs de Cyr61 ..................................................................................................................- 53 - 
II.3.3.4 Les activités biologiques .................................................................................................................- 53 - 
a) Les propriétés angiogéniques de Cyr61 ................................................................................................- 53 - 
b) Autres rôles de Cyr61 ...........................................................................................................................- 54 - 
II.3.4 Apeline ......................................................................................................................................- 55 - 
II.3.4.1 Apeline et son récepteur APJ...........................................................................................................- 55 - 
a) Le récepteur APJ ..................................................................................................................................- 55 - 
b) Apeline .................................................................................................................................................- 55 - 
II.3.4.2 Biologie du système apeline-APJ ....................................................................................................- 56 - 
a) Anatomie : localisation tissulaire d’APJ et de l’apeline........................................................................- 56 - 
b) Biochimie : mécanismes intracellulaires de signalisation .....................................................................- 57 - 
c) Physiologie ...........................................................................................................................................- 57 - 
i Son rôle au cours du développement cardiovasculaire et de son homéostasie :...............................- 57 - 
ii Son rôle dans l’angiogenèse ............................................................................................................- 58 - 
iii Autres effets biologiques de l’apeline .............................................................................................- 58 - 
II.4 PROCESSUS MOLECULAIRE ET CELLULAIRE DE LA REVASCULARISATION POST-ISCHEMIQUE .......... - 60 - 
III STIMULATION THERAPEUTIQUE DE LA CROISSANCE VASCULAIRE .............................- 65 - 
III.1 LA THERAPIE CELLULAIRE .............................................................................................................. - 65 - 
III.1.1 Progéniteurs endothéliaux ou angioblastes..........................................................................- 66 - 
III.1.2 Thérapie cellulaire à visée angiogénique de l’ischémie des membres inférieurs.................- 68 - 
III.2 STIMULATION DE LA CROISSANCE VASCULAIRE PAR DES FACTEURS DE CROISSANCE ..................... - 69 - 
III.2.1 Généralités ...........................................................................................................................- 69 - 
III.2.1.1 Différents mécanismes d’action des facteurs de croissance angiogéniques et artériogéniques........- 69 - 
III.2.1.2 Rôle des constituants cellulaires : Cellules vasculaires, cellules inflammatoires, et cellules souches- 70 
- 
III.2.1.3 Promotion efficace de la néo-vascularisation dans des modèles animaux .......................................- 70 - 
III.2.2 TESTS CLINIQUES..............................................................................................................- 72 - 
III.2.2.1 Administration de protéines recombinantes.....................................................................................- 72 - 
III.2.2.2 La thérapie génique .........................................................................................................................- 74 - 
a) Les vecteurs ..........................................................................................................................................- 75 - 
i Utilisation de vecteurs viraux ..........................................................................................................- 75 - 
ii Utilisation de vecteurs non viraux ...................................................................................................- 77 - 
b) Mode d’administration des vecteurs .....................................................................................................- 78 - 
c) Essais cliniques.....................................................................................................................................- 79 - 
III.2.3 LIMITES DE L’ANGIO-/ ARTERIOGENESE THERAPEUTIQUE .....................................- 81 - 
III.2.3.1 Essais cliniques : risques théoriques et informations sur la tolérance et sécurité.............................- 82 - 
a) Effets indésirables propres aux facteurs................................................................................................- 82 - 
i Aggravation de l’athérosclérose ......................................................................................................- 82 - 
ii Angiogenèse proliférante.................................................................................................................- 83 - 
iii Désordres métaboliques...................................................................................................................- 84 - 
b) Effets indésirables dus aux techniques de transfert de gènes ................................................................- 84 - 
III.2.3.2 Limites des essais cliniques : améliorations à apporter ...................................................................- 84 - 
a) Limites des modèles animaux...............................................................................................................- 85 - 
b) Limites de vecteurs administrés............................................................................................................- 86 - 
i Délivrance des facteurs thérapeutiques............................................................................................- 86 - 
ii Intérêt de l’association.....................................................................................................................- 86 - 
c) Limites dans le choix des patients ........................................................................................................- 87 - 
i Patients présentant une AOMI trop sévère ......................................................................................- 87 - 
ii Patients présentant des co-morbidités..............................................................................................- 87 - 
iii Les variations inter-individuelles ....................................................................................................- 88 - 
iv Régulation de l’angiogenèse............................................................................................................- 90 - 
v Inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse ..........................................................................................- 91 - 
d) Résultats et interprétations des essais cliniques ....................................................................................- 91 - 
IV THERAPIE ASSOCIATIVE PRO-ANGIOGENIQUE PAR TRANSFERT DE GENE................- 95 - 
IV.1 INTERET ET METHODES DE CO-EXPRESSION DE PLUSIEURS GENES D’INTERET................................. - 95 - 
IV.2 LES IRES ET UTILISATION EN VECTOROLOGIE................................................................................ - 96 - 
Table des matières 
 - 7 -
IV.2.1 Les IRES : définition.............................................................................................................- 97 - 
IV.2.2 IRES : Utilisation en vectorologie........................................................................................- 98 - 
OBJECTIFS ..................................................................................................................................................- 101 - 
RESULTATS.................................................................................................................................................- 103 - 
DISCUSSIONS, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES..........................................................................- 149 - 
BIBLIOGRAPHIE........................................................................................................................................- 163 - 
 
 

Introduction 
 - 9 -
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCTION 
 

Introduction : Artériopathie oblitérante et ischémie critique des membres inférieurs 
 - 11 -
I ARTERIOPATHIE OBLITERANTE ET ISCHEMIE 
CRITIQUE DES MEMBRES INFERIEURS
I.1 DEFINITIONS 
 
I.1.1 ANATOMIE PATHOLOGIQUE 
 
L’athérosclérose est la cause principale des artériopathies oblitérantes des membres inférieurs 
(AOMI). L’affection concerne environ 800 000 patients en France, dont les 2/3 sont 
symptomatiques. 
Chaque année 90 000 nouveaux cas sont dépistés, et l’affection est responsable de 60 000 
hospitalisations et de 10 000 amputations. La prévalence est de 1% avant 50 ans et de plus de 
7% après 60 ans. Elle est trois fois plus forte chez l’homme avant 65 ans et identique dans les 
deux sexes au-delà de cet âge [1]. 
 
L’athérosclérose est une lésion focale de l’intima. Cette lésion se constitue progressivement à 
partir de dépôts lipidiques microscopiques de l’intima, puis de stries lipidiques 
macroscopiques, pour constituer enfin la lésion la plus évoluée : la plaque athéromateuse. 
Celle-ci est constituée d’une chape fibro-lipidique, formée d’une cavité remplie de matériel 
nécrotique lipidique et de cristaux de cholestérol entourée d’une coque scléreuse souvent 
calcifiée. Les plaques confluent entre elles, s’ulcèrent jusqu’à la rupture d’une plaque pouvant 
provoquer une occlusion aigue, en particulier sur les artères de petit calibre. Les segments 
artériels les plus touchés par l’athérome sont les artères de gros et moyen calibre, notamment 
la bifurcation aortique, l’origine des artères iliaques interne et externe, la bifurcation fémorale, 
la jonction fémoropoplitée et l’origine des artères de jambe [1]. 
 
I.1.2 PHYSIOPATHOLOGIE ET DEFINITION 
 
L’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) ou ischémie chronique des 
membres inférieurs est généralement une manifestation de l'athérosclérose qui se présente 
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sous forme de sténoses ou d'occlusions au niveau des artères des membres inférieurs 
engendrant une diminution du flot sanguin en aval de l'obstruction [2].  
Le développement des plaques d’athérome, associé à des degrés divers à l’artériosclérose, 
entraine une réduction progressive de la lumière artérielle. Parallèlement, la circulation 
collatérale de suppléance se développe et maintien le débit artériel d’aval. La collatéralité peut 
être suffisante pour éviter tout symptôme ischémique. Au-delà d’un certain effort, elle devient 
insuffisante, expliquant le phénomène de la claudication intermittente. L’ischémie critique ou 
les troubles trophiques distaux sont liés au développement d’oblitérations à plusieurs niveaux, 
ainsi qu’à l’atteinte des collatérales ou la survenue de migrations emboliques. L’occlusion 
aigue d’une artère principale peut provoquer une ischémie aigüe dont l’évolution dépend du 
degré de développement préalable des collatérales [1]. 
 
I.1.3 FACTEURS DE RISQUE 
 
Les personnes présentant une AOMI en raison d'un processus athérosclérotique disséminé 
présentent des risques accrus de morbidité et de mortalité cardiovasculaire. Les facteurs de 
risque de la AOMI sont le tabagisme, le diabète, l'hypertension artérielle, les altérations 
biochimiques du bilan lipidique, les anomalies de la fonction hémostatique, ainsi que du 
métabolisme de l'homocystéine [3]. Le traitement agressif des facteurs de risque associés à 
cette pathologie peut contribuer à diminuer ou stabiliser le processus athérosclérotique et 
réduire de façon significative la morbidité et la mortalité cardiovasculaire [3]. 
 
I.2 MANIFESTATIONS CLINIQUES, EPIDEMIOLOGIE ET 
EVOLUTION NATURELLE 
 
II existe différents niveaux de sévérité de l’AOMI se manifestant par une maladie 
asymptomatique à l'apparition de douleurs aux membres inférieurs au repos, jusqu'à une 
atteinte tissulaire nécessitant dans certains cas une amputation [2]. Le tableau 1 décrit les 
différents stades de la maladie selon la classification de Fontaine [4].  
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Stades Symptomatologie 
I 
Asymptomatique- pas de lésion occlusive 
hémodynamiquement significative 
Claudication non gênante 
II 
Claudication gênante 
III Douleurs de décubitus 
Gangrène parcellaire, ulcère ischémique avec ischémie 
diffuse distale IV 
Gangrène étendue en amont du métatarse 
 Tableau 1: Stades de la maladie artérielle périphérique selon la classification de Fontaine. 
 
I.2.1 SYMPTOMATOLOGIE 
 
L’artériopathie peut être asymptomatique et découverte fortuitement lors d’un examen 
systématique. 
La claudication intermittente est le symptôme révélateur le plus fréquent, témoin d’une 
ischémie d’effort des membres inférieurs. Elle se caractérise par un arrêt de la marche 
provoqué par une douleur à type de crampe dans le mollet survenant après une certaine 
distance. La douleur disparaît à l’arrêt et se reproduit pour un périmètre fixe. Son intensité est 
variable ainsi que son siège : lombes, fesses, cuisses ou pieds. La douleur peut permettre de 
localiser l’atteinte artérielle qui est toujours plus proximale que celle-ci. Le périmètre varie 
selon la pente, la température extérieure, la digestion. L’aggravation de l’ischémie se traduit 
par une réduction du périmètre de marche [1]. Cette manifestation clinique est due à 
l’ischémie transitoire des muscles des mollets, des cuisses et des fesses. La claudication est un 
symptôme de l’AOMI mais ne révèle pas le degré de sévérité de la maladie. Par exemple, un 
patient avec une atteinte sévère peut n'avoir aucun symptôme alors qu'un autre présentant une 
maladie beaucoup moins sévère peut avoir des symptômes de claudication s'il est très actif 
dans ses activités quotidiennes [3]. 
Les douleurs de décubitus au niveau du pied ou de la jambe surviennent lorsque le patient est 
allongé et sont soulagés par la position « jambes pendantes » : cette position peut entraîner un 
œdème de stase aggravant l’insuffisance circulatoire. 
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Les troubles trophiques témoignent d’une ischémie permanente engendrant une nécrose 
tissulaire. La gangrène se situe aux extrémités, elle peut être spontanée ou provoquée par un 
traumatisme, elle débute au niveau de la pulpe et s’étend plus ou moins en amont. Les tissus 
prennent une couleur sombre, puis noire et deviennent douloureux, sauf en cas de neuropathie 
associée. De « sèche », elle peut devenir humide en cas de surinfection. 
Les ulcères ischémiques, souvent douloureux siègent sur le pied, souvent sur une zone 
d’appui ou sur la jambe [3].  
 
La notion d’ischémie critique vient compléter cette description clinique classique et se définit 
par l’existence de douleurs de décubitus récurrentes sous antalgiques, depuis au moins deux 
semaines ou de troubles trophiques ulcération ou gangrène du pied ou d'orteil(s) associés à 
une chute des pressions systoliques au dessous de 50 mmHg à la cheville ou de 30 mmHg au 
niveau des orteils. 
Le seuil de 50 mmHg à la cheville a été choisi parce qu'il inclut la majorité des patients 
présentant des douleurs au repos ou des troubles trophiques qui ne se résorbent pas 
spontanément sans intervention [5].  
 
L'ischémie critique correspond à la classe III et IV de Fontaine (Tableau 1) et constitue une 
urgence vasculaire : l'objectif du traitement est d'éviter la perte du membre atteint. 
 
I.2.2  ÉPIDEMIOLOGIE ET EVOLUTION 
La prévalence de cette pathologie augmente avec l'âge et elle affecte environ 12% de la 
population générale et jusqu'à 20% des individus âgés de 60 ans et plus [3].  
L’incidence de l’ischémie critique des membres inférieurs est de 300 000 nouveaux cas 
chaque année.  
La gravité de l’AOMI est étroitement liée à l’atteinte concomitante et souvent silencieuse des 
autres territoires. Il existe un surmortalité globale chez les patients ayant une AOMI avec un 
risque relatif évalué à 2-3 de par l’atteinte du territoire coronarien ou cérébrovasculaire 
responsable de 75% des décès [6]. Cette surmortalité existe même dans l’AOMI 
asymptomatique mais le risque vasculaire global est d’autant plus fort que la sévérité de 
l’atteinte au niveau des membres inférieurs est importante. Ainsi, les patients ayant une 
ischémie critique ont une mortalité à un an de 25% [7]. 
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Plusieurs éventualités sont possibles. Cette pathologie engendre chez environ 30% des 
personnes atteintes, des douleurs ischémiques transitoires (claudication intermittente) aux 
membres inférieurs. Parfois les symptômes disparaissent spontanément, ce qui témoigne du 
développement d’une bonne circulation de suppléance. La claudication intermittente peut se 
stabiliser et être compatible avec les besoins du patient.  
A l’inverse, la maladie peut s’aggraver en ischémie critique et troubles trophiques. Une 
ischémie aiguë peut se produire, parfois de manière inaugurale. Elle peut menacer rapidement 
la vie du membre ou régresser rapidement vers un stade d’ischémie d’effort plus ou moins 
sévère. Schématiquement, sur 100 claudicants, 25 s’aggravent, 10 nécessitent une intervention 
chirurgicale, 2 subissent une amputation majeur, et 20 font un accident cardiovasculaire dans 
les 5 ans, 30 décèdent dans les 5 ans dont 15 d’un accident coronarien, 5 d’un accident 
cardiovasculaire d’une autre nature, et 10 d’une cause non cardiovasculaire. Le pronostic vital 
est donc plus mauvais que le pronostic local au stade de la claudication [8]. 
 
Le traitement initial de l’IC sera une amputation majeure d'emblée dans 25% des cas, une 
revascularisation (chirurgie ou angioplastie) dans 50% des cas, un traitement médical en 
l'absence de possibilité de revascularisation dans 25% des cas ; 
A un an de la prise en charge initiale, 25% des patients sont décédés, 30% sont en vie avec 
une amputation majeure, 20% sont toujours en ICC. Seul 25% ont passé favorablement le cap 
de l'ischémie critique [2]. 
 
Le devenir de l'amputé est lui-même sombre [11] :  
- amputés en jambe : deux tiers des moignons seulement cicatrisent de première intention. À 
deux ans, un tiers des amputés est décédé, un tiers est en mobilité réduite ou en fauteuil, un 
tiers a recouvré une mobilité normale, 
- amputés en cuisse : à peine un quart survit avec une mobilité « normale » [2]. 
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I.3 PRISE EN CHARGE 
 
Compte tenu des facteurs de risque de l’AOMI, l'étendue périphérique de l'athérosclérose et 
les risques élevés d'événements ischémiques, le patient atteint doit être pris en charge de 
façon agressive selon les objectifs thérapeutiques associés à la prévention secondaire. Le 
principal objectif est de réduire les complications athérosclérotiques périphériques. La prise 
en charge globale de l’AOMI varie en fonction des facteurs de risque de la personne atteinte, 
des symptômes et de la gravité de la maladie. 
 
I.3.1 SUPPRESSION DES FACTEURS DE RISQUE 
 
Elle doit être l'objectif thérapeutique prioritaire sans lequel les autres moyens 
thérapeutiques ne peuvent être d'efficacité durable. 
 
I.3.1.1 Cessation tabagique 
Le tabagisme est le facteur de risque le plus important de l’AOMI. Les patients atteints qui 
continuent à fumer présentent un risque d'amputation augmenté et un risque de mortalité de 
40 à 50% à 5 ans, secondairement à un infarctus du myocarde ou d'un AVC [6, 9]. La 
modification de ce facteur de risque ralentit la progression de l'ischémie critique des membres 
inférieurs, réduit les risques d'infarctus du myocarde et diminue la mortalité de causes 
vasculaires [9]. 
I.3.1.2 Dyslipidémie 
Dès qu'une AOMI est dépistée, les concentrations plasmatiques visées sont identiques à celles 
de la prévention secondaire des maladies cardiovasculaires : LDL < 2.0 mmol/L, c-
total/HDL< 4.0 mmol/L, triglycérides < 1.7 mmol/L. 
Les patients présentant un LDL cholestérol > 1.25 g/l doivent être traités avec comme cible 
thérapeutique l'obtention d'un LDL cholestérol < 1 g/l. Si les règles hygiéno-diététiques ne 
suffisent pas, un hypolipémiant est prescrit. L’hypertriglycéridémie est souvent améliorée par 
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les règles hygiéno-diététiques et la correction des autres facteurs de risque (diabète, obésité) 
mais parfois une prescription médicamenteuse est nécessaire [3]. 
 
I.3.1.3 Diabète 
Le diabète représente le deuxième facteur de risque le plus important de l’AOMI. Bien qu'un 
traitement pharmacologique intensif soit associé à une diminution des risques d'infarctus du 
myocarde, aucune étude n'a réussi à démontrer de façon concluante qu'un contrôle rigoureux 
de la glycémie diminue l'incidence de la claudication, les risques d'amputations et la mortalité 
chez les diabétiques. Toutefois, l'éducation thérapeutique avec prévention des troubles 
trophiques est fondamentale [3, 10]. 
I.3.1.4 Hypertension artérielle 
L'hypertension artérielle représente un facteur de risque important de l’AOMI, mais les 
données restent insuffisantes à ce jour pour démontrer si son traitement peut réellement 
modifier la progression de la maladie ou les risques de claudication [3].  
 
I.3.2 LES TRAITEMENTS MEDICAUX 
 
Pour revues, voir [1, 3, 11, 12] 
I.3.2.1 Artérite asymptomatique 
Les lésions asymptomatiques témoignent de bonnes suppléances. 
Cependant, comme dans tous les autres cas, le traitement des facteurs de risques est essentiel 
pour limiter la progression de la maladie athéromateuse [11]. 
 
I.3.2.2 AOMI symptomatique 
La prescription de tout traitement médicamenteux dans la prévention du risque cardio-
vasculaire en cas d’AOMI doit prendre en compte, pour chaque patient, le rapport 
bénéfice/risque attendu. L’existence d’autres localisations athéromateuses, de facteurs de 
risque cardio- vasculaire orientent le choix du traitement [11]. 
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Dans la majorité des cas, on associe au long cours les trois types de traitement suivants : 
• un antiagrégant plaquettaire : ils agissent à différents niveaux de l'agrégation plaquettaire. 
L'acide acétylsalicylique inhibe la cyclo-oxygénase de façon irréversible. Les complications 
digestives et les hémorragies sont doses dépendantes.  
Les thiénopyridines : la ticlopidine et le clopidogrel inhibent l'agrégation plaquettaire induite 
par l'ADP. 
 
• une statine : simvastatine, par exemple ; 
• un inhibiteur de l’enzyme de conversion : ramipril, par exemple. 
 
Actuellement certains vasoactifs ont l'AMM pour l'indication "artériopathie des membres 
inférieurs" : buflomedil (Fonzylane 300®), extrait standardisé de ginkgo biloba (Tanakan®), 
naftidrofuryl (Praxilène 200®), pentoxifylline (Torental 400®). Ces produits ont démontré 
une amélioration du périmètre de marche d'au moins 50% chez 50 à 60% des malades traités, 
alors que 20 à 40% des malades proposés au placebo sont améliorés [12]. 
 
Ce traitement est également justifié pour les autres stades d’AOMI symptomatique. 
 
D’autre part, l’exercice physique sous forme de marche doit être pratiqué 30 minutes à raison 
de 3 fois par semaine. La rééducation en centre spécialisé est recommandée dans certaines 
indications [12]. 
 
Plus de 75 % des claudicants n’observent aucune aggravation de leurs symptômes. 
Cependant, la claudication qui entraîne une gêne socioprofessionnelle ou une limitation des 
activités doit être traitée de façon médicale ou chirurgicale si les lésions sont facilement 
accessibles, par un geste efficace et durable. 
L’état d’une minorité de patients claudicants s’aggrave et l’angiographie doit être pratiquée 
dans l’intention d’un geste artériel direct [11]. 
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I.3.2.3 Stade de l’ischémie critique  
 
Le traitement médical est le complément nécessaire de la revascularisation (dont la 
description des différentes techniques fait l’objet du chapitre suivant). Il comprend 
notamment : 
– le traitement médicamenteux du risque cardio-vasculaire, 
– les prostaglandines : la prostaglandine E1 (PGE1) est un puissant vasodilatateur et 
antiagrégant plaquettaire. Son utilisation en perfusion est réservée à certains cas 
d'ischémie c’est à dire en cas d’impossibilité de revascularisation ou d’insuffisance de 
résultat. En l’absence de preuve définitive de leur efficacité, leur prescription ne doit 
pas conduire à laisser passer le moment optimal d’une amputation, 
– les antiagrégants plaquettaires : il est habituel, dans les suites immédiates de la mise 
en place d’une endoprothèse pour AOMI, de mettre en route un traitement associant 
aspirine (75 à 160 mg/j) et clopidogrel pendant les premières semaines (prescription 
hors AMM). Au-delà, du fait de l’artériopathie et du risque cardio-vasculaire élevé, le 
traitement antiagrégant plaquettaire (soit aspirine, soit clopidogrel) est poursuivi au 
long cours, 
– les anticoagulants : les héparines standards non fractionnées et les antivitamines K 
sont essentiellement prescrits après restauration artérielle (pontages, endoprothèses), 
pour une durée limitée. Les antivitamines K (AVK) ne donnent pas de résultats 
supérieurs à l’aspirine à faible dose après un pontage sous inguinal, alors que leur 
risque hémorragique est beaucoup plus élevé. L’association AVK et aspirine à faible 
dose a été montrée efficace en cas de pontage veineux sous-inguinal à haut risque 
d’occlusion et d’amputation  mais doit être discutée en raison du risque hémorragique 
accru, et restreinte à une durée limitée (prescription hors AMM) [11], 
– les fibrinolytiques : ils sont utilisés en milieu spécialisé dans certains cas d’ischémie 
aiguë ou subaiguë. Ils sont perfusés au contact du thrombus pendant plusieurs heures 
afin d'obtenir la lyse de celui-ci. Les risques hémorragiques non négligeables limitent 
leur utilisation [12]. 
 
– la lutte contre la douleur, 
– le contrôle de l’équilibre hémodynamique général, de l’état ventilatoire et de l’état 
nutritionnel, 
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– le contrôle des surinfections, 
– la prévention et l’élimination des complications iatrogènes. 
 
I.3.3 TRAITEMENTS CHIRURGICAUX : LES TECHNIQUES DE RESTAURATION 
ARTERIELLE 
 
Les options de revascularisation se discutent actuellement en chirurgie endovasculaire 
(angioplastie) et en chirurgie ouverte (endartériectomie, pontage), voire en gestes combinés 
(par exemple une angioplastie iliaque et un pontage fémoro-poplité, ou une angioplastie 
fémorale superficielle et un pontage jambier distal).  
L'angioplastie prend une place de plus en plus importante et tend à s'imposer en première 
option. En effet, les limites de cette technique sont repoussés de jour en jour en permettant 
notamment de traiter des lésions plus longues et d'étendre le champ d'action aux artères de 
jambes voire du pied [1, 2]. 
 
I.3.3.1 Les techniques endovasculaires 
Les principales techniques sont les angioplasties et les endoprothèses. 
L’angioplastie endoluminale par ballonnet est la méthode la plus utilisée. Elle permet de 
dilater une sténose artérielle. Afin de recoller la dissection traumatique ou de limiter le retour 
élastique de la sténose, on met souvent en place une endoprothèse métallique ou stent. 
Les résultats des revascularisations endoluminales sont favorables pour les angioplasties 
iliaques avec endoprothèse, dont la perméabilité à 5 ans est de l’ordre de 85%, comparable 
aux revascularisations chirurgicales. Les angioplasties fémoropoplitées ont une perméabilité à 
2 ans plus faible, allant de 20% pour les lésions supérieures à 7 cm, à 70% pour les lésions 
inférieures à 4 cm. 
La resténose reste une des limitations les plus importantes des angioplasties. Elle survient 
surtout au cours des 6 premiers mois. Faible à l’étage iliaque, elle est croissante vers la 
distalité, malgré l’utilisation d’endoprothèses. La resténose survient dans 30 % des cas à 5 ans 
au niveau iliaque, le plus souvent entre le 3ème et le 12ème mois. 
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I.3.3.2 La thromboendartériectomie 
L’endartériectomie consiste à supprimer les lésions athéromateuses par clivage de la paroi, 
laissant en place l’adventice et quelques fibres de la média. L’endartériectomie, 
techniquement exigeante, a été délaissée au profit des dilatations endoluminales pour les 
lésions courtes, et au profit des pontages pour les lésions diffuses [13].  
 
I.3.3.3 Les pontages court-circuitant une artère pathologique 
Les pontages sont des conduits implantés en zone saine de part et d’autre de la zone oblitérée, 
le choix de l’artère donneuse et receveuse est primordial pour obtenir une bonne 
revascularisation. 
Les pontages peuvent être placés dans le lit de l’artère native en position dite « anatomique » 
ou en position « extra-anatomiques » dans des régions où l'artère ne passe pas habituellement, 
soit pour éviter une zone septique, soit pour éviter l’ouverture abdominale sur les terrains à 
risque. De nouvelles méthodes moins invasives par minilaparotomie vidéoassistée ou par 
laparoscopie intégrale sont désormais possibles dans des cas bien sélectionnés [1, 12]. 
 
I.3.3.4 Techniques mixtes chirurgicales et endovasculaires 
Les méthodes chirurgicales classiques et les méthodes endovasculaires ne s’opposent pas et 
peuvent être associées avec profit [14]. 
 
I.3.3.5 Amputations  
La gangrène distale impose une amputation. Environ 60 000 amputations sont effectuées en 
France chaque année mais leur gravité varie considérablement selon le niveau de l’exérèse. 
Tout doit être tenté pour garder l’appui au niveau du pied ou au moins l’articulation du genou. 
Les revascularisations, parfois très distales, ont pour but de garder l’appui du pied en limitant 
l’exérèse à un orteil ou à l’avant-pied. Lorsqu’une amputation du pied s’impose, le but de la 
revascularisation est de conserver le genou qui permet un meilleur appareillage, mieux toléré 
au plan cardiaque qu’une amputation de cuisse [15, 16]. 
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En cas d’ischémie critique, une étude complète du lit artériel est nécessaire et s’étend sur la 
totalité de l’arbre artériel depuis l’aorte jusqu’aux pieds inclus. Une revascularisation est 
effectuée chaque fois que possible.  
Lorsqu’un geste chirurgical s’impose du fait de l’étendue des lésions, les techniques de 
revascularisation sont choisies en fonction du risque opératoire. L’état du « lit d’aval », c’est-
à-dire des artères situées au-dessous des zones oblitérées, conditionne en grande partie le taux 
de perméabilité des revascularisations. Plus la menace de perte du membre est grande, et plus 
les tentatives de revascularisation distale ou sur lit d’aval « limite » sont envisageables. 
L’oblitération secondaire d’un geste de revascularisation ne se traduit pas toujours par un 
échec, la circulation collatérale ayant pu se développer pour passer le cap critique [11]. 
 
L’évolution clinique l’ischémie critique est souvent péjorative. Ainsi, le taux d’amputation est 
de l’ordre de 25% après un an d’évolution. Dans tous les cas, la restauration d’une perfusion 
par pontage ou angioplastie doit être envisagée en première intention. Elle n’est cependant 
réalisable que dans 70% des cas. De plus, la perméabilité des pontages, surtout dans 
l’ischémie critique, est médiocre (de 50 à 70% à trois ans). L’occlusion des pontages est 
devenue une cause fréquente d’ischémie critique des membres inférieurs. Lorsque la 
revascularisation est impossible aucune autre thérapeutique n’a démontré son utilité [17].  
C’est dans ce contexte d’impasse thérapeutique que des thérapies complémentaires doivent 
être proposées et la stimulation du processus de revascularisation pourrait constituer une 
stratégie dans le traitement des pathologies ischémiques. La compréhension des mécanismes 
moléculaires et cellulaires à l'origine de la formation des vaisseaux sanguins, notamment dans 
un contexte ischémique, représente donc un enjeu thérapeutique majeur. 
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II ANGIOGENESE, ARTERIOGENESE ET 
PROCESSUS DE REVASCULARISATION POST-
ISCHEMIQUE 
 
II.1 GENERALITES ET DEFINITIONS 
 
Pour revues générales [18-20]. 
 
II.1.1 STRUCTURE ET FONCTION DU SYSTEME VASCULAIRE 
 
Le système cardiovasculaire assure la circulation du sang dans l’organisme. Il est composé du 
cœur, du réseau artériel qui part du cœur vers les organes et du réseau veineux qui ramène le 
sang au cœur. 
 
Les systèmes artériels et veineux sont composés de différents types de vaisseaux selon leurs 
tailles et leurs fonctions. 
 
Il existe deux types d’artères : les artères élastiques, qui sont chez l’homme de diamètre de 1 
à 2 cm, très élastiques riches en élastine (environ 40%) et les artères musculaires, beaucoup 
moins élastiques (seulement 10% d’élastine), de diamètre de 1 mm à 1 cm, contenant 
comparativement une plus grande proportion de cellules musculaires lisses (CML).  
Ces artères se divisent pour former des artérioles, métartérioles et enfin des capillaires. Ces 
derniers sont de très fins vaisseaux d’environ 5 à 8 µm de diamètre, constitués uniquement 
d’une couche de cellules endothéliales, d’une membrane basale vasculaire et quelques fibres 
de collagène IV. Les capillaires n’ont pas de vasomotricité propre ; ce sont des structures 
rigides dont le diamètre est fixe. La structure des capillaires est adaptée à leur fonction 
fondamentale qui est de permettre les échanges de substances entre le sang et les tissus 
vascularisés. Les capillaires sont aussi le lien entre le système artériel et veineux. 
Les capillaires ne possèdent pas de CML, tout comme les veinules post-capillaires. 
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Les veinules de plus gros diamètres et les veines sont similaires structurellement aux artères 
mais elles ont une paroi plus mince par rapport à leur diamètre qui contient plus de tissu 
conjonctif que de tissu musculaire : elles sont donc plus extensibles que les artères. 
 
II.1.1.1 Le vaisseau sanguin 
Les vaisseaux sanguins sont constitués de tuniques morphologiquement distinctes, de 
l’intérieur vers l’extérieur du vaisseau : l’intima avec la limitante élastique interne (LEI), la 
média, la limitante élastique externe (LEE) et l’adventice (Figure 1). L’importance et la 
complexité de ces tuniques dépendent du vaisseau sanguin et peuvent être très grandes ou 
réduites à une simple monocouche cellulaire. 
 
 
Figure 1: Structure d’une artère saine (source : Sanofi-Aventis) 
 
a) L’intima 
 
C’est la tunique la plus interne et la plus fine. Elle est constituée, de l’intérieur vers 
l’extérieur, d’une monocouche de cellules endothéliales et de la membrane basale vasculaire. 
Ces cellules endothéliales sont directement en contact avec le sang circulant. Leur grand axe 
est allongé dans le sens de l’écoulement sanguin et cette orientation est déterminée par les 
forces de cisaillement appliquées à leur surface. 
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b) La média 
 
C’est le constituant principal de l’artère. 
La média est constituée de CML artérielles empilées de façon concentrique en couches 
appelées unités lamellaires. Chaque unité lamellaire est entourée d'une matrice extracellulaire 
constituée des protéines fibreuses et élastiques et de muco-polysaccharides.  
Cette couche est très variable selon le type d’artère d'une couche, pour les artérioles, à 
plusieurs couches, pour les artères élastiques. 
Dans les artères élastiques (artères brachio-céphaliques, artères sous-clavières, carotides, 
iliaques, artères pulmonaires et aorte), la média est constituée de plusieurs lames élastiques 
entre lesquelles on retrouve les CML. Cette organisation en structure lamellaire n’existe que 
dans les artères élastiques, les artères musculaires ne possédant pas de fibres élastiques.  
Les artères élastiques ont pour fonction de transformer le flot discontinu du sang éjecté par le 
ventricule gauche en flot pulsé mais continu à la périphérie.  
Les artères musculaires (artères coronaires, fémorales, spléniques, rénales) distribuent le sang 
en adaptant leur débit aux besoins des organes cibles. L’ajustement du calibre artériel est 
assuré par la vasomotricité assurée par la couche de cellules musculaires lisses. Les artères 
musculaires possèdent une lame élastique interne et externe qui sépare la média 
respectivement de l’intima et de l’adventice. 
c) L’adventice 
 
C'est la tunique externe. Elle est constituée d'un tissu conjonctif peu organisé formant un 
feutrage lâche autour de la partie médiane du vaisseau, riche en collagène et en fibres 
élastiques, et contenant des fibroblastes et des adipocytes et d'une enveloppe qui assure 
l'ancrage des artères aux structures avoisinantes.  
Elle est irriguée par des vasa vasorum qui ont un rôle nourricier pour l'adventice elle-même et 
pour la partie externe de la media.  
 
Introduction : Angiogenèse, artériogenèse et processus de revascularisation post-ischémique 
 - 28 -
II.1.1.2 L’endothélium 
 
L’endothélium, du fait de leur situation, assure trois fonctions principales : 
1. L'endothélium est une couche thrombo-résistante qui maintient la fluidité du sang au 
contact de la paroi, au travers de diverses activités qui le situent au cœur de toutes les étapes 
de l'hémostase (temps plaquettaire, coagulation, fibrinolyse). 
2. L'endothélium est une barrière de perméabilité qui filtre et contrôle la pénétration de 
composants sanguins (molécules, mais aussi cellules) destinés à nourrir les parties internes de 
l'artère et à en assurer la défense. 
3. L'endothélium est enfin un régulateur des vasomotricités artérielles par la sécrétion de 
substances contractantes (comme l’endothéline ou le thromboxane A2) et relaxantes (comme 
la prostacycline ou le monoxyde d'azote ou NO) qui agissent sur le muscle de la média sous-
jacente. 
 
L’endothélium représente une barrière de 5000 m2 de surface entre le sang et les tissus. 
La cellule endothéliale est une cellule polarisée. Le côté basal est ancré sur la matrice 
thrombogène car la membrane basale vasculaire est composé de macromolécules 
procoagulantes, synthétisées par la cellule endothéliale : le collagène IV et le facteur von 
Willebrand. La face apicale est en contact avec le sang circulant et représente la surface non 
thrombogène du fait de son organisation et de sa production de substances anticoagulantes et 
antiagrégantes. 
 
Les cellules endothéliales tapissent la surface de tous les vaisseaux sanguins. Elles forment 
une monocouche continue qui représente la barrière métabolique la plus grande de 
l’organisme. L’endothélium occupe une place anatomique stratégique dans la paroi vasculaire 
car il est localisé entre le sang circulant et les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). 
Il peut répondre à des signaux mécaniques et hormonaux provenant du sang. En effet, le sang 
est source de médiateurs qui peuvent moduler l’état contractile et les réponses prolifératives 
des cellules musculaires lisses vasculaires, les fonctions plaquettaires, la coagulation ainsi que 
l’adhésion des leucocytes à la surface endothéliale. 
Dans les conditions physiologiques, l’endothélium joue un rôle protecteur en prévenant 
l’adhésion des cellules sanguines circulantes. Il maintient les vaisseaux dans un état de 
vasodilatation et inhibe la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires. Dans les 
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états pathologiques comme l’athérosclérose, le dysfonctionnement des cellules endothéliales 
entraîne une augmentation des réponses vasoconstrictrices, l’adhésion des plaquettes et des 
monocytes, et la prolifération des CMLV. 
 
Les cellules endothéliales saines maintiennent une balance très fine entre : 
- la promotion et l’inhibition de la croissance, 
- la vasoconstriction et la vasodilatation, 
- l’adhésion et la non-adhésion des cellules sanguines, 
- l’anticoagulation et la procoagulation, « l’hémostase ». 
De cette façon, l’endothélium contrôle le tonus vasomoteur, régule la structure vasculaire, 
maintient les fluides du sang et régule la réponse inflammatoire et immunologique. 
 
II.1.1.3 La cellule musculaire lisse vasculaire 
Le tissu musculaire lisse est constitué de cellules musculaires lisses (CML) et forme le tissu 
contractile des organes creux, par exemple : les vaisseaux sanguins, la trachée, les bronches, 
le larynx, l’estomac, l’intestin, les sphincters, la vessie et l’utérus.  
Elles permettent à ces organes de se contracter afin d’expulser leur contenu, d’empêcher ou de 
contrôler le passage d’aliments ou de déchets. La contraction de ces CML est contrôlée par le 
système nerveux autonome (système neurovégétatif) et par le système hormonal. Ces deux 
systèmes vont réguler de façon précise l’état de contraction ou de relâchement de ces CML en 
modifiant le taux d’un important messager intracellulaire : le calcium (Ca2+).  
Le tonus vasculaire, tonus musculaire des vaisseaux sanguins, est déterminé par l’état 
contractile des CML de la paroi des vaisseaux. Outre le contrôle nerveux, l’état de contraction 
de ces CMLV va être influencé par un certain nombre de substances hormonales dites 
vasoactives. 
La régulation du taux de Ca2+ cytoplasmique dans la CMLV détermine l’état contractile de 
cette cellule. Ce taux est très finement régulé dans la CMLV et est à la fois fonction des 
entrées/sorties de Ca2+ de la cellule mais aussi de sa libération et de son recaptage par le 
réticulum sarco-endoplasmique. Les entrées de Ca2+ d’origine extracellulaire sont 
essentiellement modulées par le potentiel de membrane alors que les libérations de calcium 
des réserves endoplasmiques dépendent plus de messagers intracellulaires. 
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II.1.2 LES GRANDES ETAPES DU DEVELOPPEMENT DU RESEAU VASCULAIRE 
 
Le système vasculaire est le premier système à se former chez l’embryon de mammifère 
(Figure 2).  
Son développement commence par la « vasculogenèse ». Au cours de cette étape, les 
hémangioblastes, progéniteurs communs des cellules endothéliales et hématopoïétiques, 
apparaissent dans les îlots de l’aire extra-embryonnaire et sur la paroi ventrale de l’aorte 
mésodermique. Les cellules en périphérie des îlots sanguins donneront naissance aux 
angioblastes, tandis que celles au centre constitueront les progéniteurs hématopoïétiques. Les 
angioblastes ou cellules progénitrices endothéliales (CPE) se différentient en cellules 
endothéliales qui s’assembleront pour donner un réseau vasculaire primitif. Cet arbre 
vasculaire primitif est remodelé en un réseau plus complexe, comprenant des vaisseaux 
sanguins de différents calibres [21]. Les CPE ont été identifiées dans le sang périphérique [22] 
et il a été démontré qu’elles contribuaient à la néo-vascularisation chez l’adulte [23]. 
Jusqu’ici, le mode d’action de ces cellules dérivées de la moelle osseuse (CMO) sur la néo-
vascularisation reste peu clair. L’incorporation de CPE dans la paroi vasculaire est rarement 
rapportée, et souvent il y avait seulement une contribution mineure, [24-26]. On attribue une 
fonction paracrine aux cellules avec la sécrétion probable de facteurs angiogénique [27, 28]. 
En outre, des CMO progénitrices non-endothéliales contribuent à l’angiogenèse et à 
vasculogenèse induites par l’ischémie dans un environnement paracrine [29]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Vasculogenèse, angiogenèse et artériogenèse. Dans l’embryon, les cellules progénitrices 
endothéliales (angioblastes) s’assemblent en un réseau primitif (vasculogenèse), qui se développe et se 
remodèle (angiogenèse). Les cellules musculaires lisses (CML) couvrent les cellules endothéliales pendant 
la myogenèse vasculaire et stabilisent les vaisseaux durant l’artériogenèse (d’après [30]). 
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Avec la croissance de l’embryon, de nouveaux vaisseaux sanguins se forment à partir de la 
microcirculation pré-existante, lors d’un processus appelé « angiogenèse ». Ce phénomène est 
rare durant la vie l’adulte car la plupart des vaisseaux sanguins restent quiescents (seulement 
0,01% des cellules endothéliales sont en division). Toutefois, l’angiogenèse se déroule 
physiologiquement au cours du cycle menstruel féminin, pendant la gestation au niveau de la 
glande mammaire et du placenta, lors de la régénération de l’utérus, de la formation du corps 
jaune. Elle a également lieu au cours de l’inflammation, des processus de réparation tissulaire, 
d’ischémie tissulaire et au cours de la croissance des cheveux et du squelette. C’est un 
mécanisme indispensable et hautement régulé dans les conditions physiologiques [31, 32]. 
Le réseau vasculaire est le résultat de l’équilibre entre signaux pro- et anti-angiogéniques. 
Une dérégulation de cette balance peut entraîner un excès ou au contraire un défaut de 
vascularisation et ainsi favoriser la progression de nombreuses pathologies. Parmi les 
pathologies les plus connues où survient un excès d’angiogenèse, on trouve les rétinopathies, 
l’arthrite rhumatoïde, l’athérosclérose, le cancer ou encore le psoriasis [30]. A l’opposée, dans 
les pathologies ischémiques, l’angiogenèse est souvent insuffisante et ne satisfait pas aux 
besoins tissulaires. 
L’angiogenèse peut se dérouler selon trois mécanismes : par bourgeonnement ("sprouting"), 
par élargissement et séparation des vaisseaux déjà formés ("intussusception") ou encore par 
septation où les cellules poussent à l’intérieur des vaisseaux pour créer des canaux vasculaires 
séparés ("bridging") [32]. Nous décrirons le mécanisme de bourgeonnement angiogénique, 
processus le mieux décrit, dans le chapitre suivant. 
 
Enfin, durant l’étape finale d’« artériogenèse », les vaisseaux se recouvrent d’une couche 
musculaire leur permettant d’acquérir les propriétés viscoélastiques et les propriétés 
vasomotrices nécessaires à l’adaptation du vaisseau à la perfusion tissulaire [33]. 
L’artériogenèse a été décrite par Wolfgang Schaper et coll. comme développement d’artères 
collatérales adultes à partir d’une artériole préexistante [34]. La description de l’artériogenèse 
fait également l’objet d’un chapitre.  
 
Plus tardivement par rapport à la formation des vaisseaux sanguins, les vaisseaux 
lymphatiques se développent en bourgeonnant, puis en se détachant des veines préexistantes 
pour former un réseau parallèle, selon un processus que l’on appelle « lymphangiogenèse ». 
Les vaisseaux lymphatiques se forment aussi à partir de précurseurs des cellules endothéliales 
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lymphatiques, les lymphangioblastes, qui sont différenciés in situ dans le mésenchyme. Les 
VEGF-C et D et leur récepteur le VEGFR-3 sont impliqués dans ces processus [35, 36].  
 
 
II.1.2.1 Mécanisme moléculaire de l’angiogenèse 
 
Pour revues [31, 32, 37, 38] 
Même si ce n’est pas le seul mécanisme de formation des vaisseaux, le bourgeonnement 
angiogénique est un des mécanismes de l’angiogenèse le mieux décrit. Comprendre la 
formation des vaisseaux sanguins est un objectif important puisqu’une bonne connaissance de 
ces mécanismes permet le développement de nouvelles cibles thérapeutiques pour le 
traitement de l’ischémie du membre inférieur.  
Les bases moléculaires des étapes de l’angiogenèse chez l’embryon peuvent être décrites 
comme suit : (Figure 3) 
 
 
Figure 3 : l’angiogenèse bourgeonnante. Elle est caractérisée par quatre phases : la phase d’initiation (b), 
définie par une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire. Suit la phase de migration (c) 
des cellules endothéliales induite par des facteurs chimiotactiques. Pour que cette migration cellulaire soit 
possible, la membrane basale doit avoir été dégradée. La phase de différentiation (d) consiste en l’organisation 
des cellules endothéliales en un vaisseau. La dernière étape est une étape de maturation (e). Elle correspond au 
recrutement des cellules mésenchymateuses stabilisant les vaisseaux naissants et au dépôt de matrice 
extracellulaire [37]. 
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a) Vasodilatation, perméabilité endothéliale et support péri-endothélial  
L’angiogenèse est associée à une vasodilatation induite par le VEGF et médiée par le 
monoxyde d’azote (NO). Cette vasodilatation permet l’extravasation de protéines 
plasmatiques (Angiopoïétine-1, VEGF…) ayant pour rôle de favoriser la migration des 
cellules endothéliales en servant de matrice provisoire. Dans un second temps, 
l’angiopoïétine-2 permet un relâchement des contacts intercellulaires interendothéliaux et des 
cellules périendothéliales (péricytes, cellules musculaires lisses) [39]. Cet évènement est 
nécessaire à la migration des cellules endothéliales à partir de leur site de résidence [31, 36].  
 
La membrane basale et la matrice extracellulaire sont dégradées suite à l'activation de 
protéases telles que l'activateur du plasminogène de type urokinase (uPA), les chymases ou 
héparanases, les métalloprotéinases MMP-2, -3 et -9 et à la suppression d'inhibiteurs de 
protéases (inhibiteurs tissulaires MMP-2) [38]. Ces dégradations permettent ainsi la migration 
des cellules endothéliales dans la matrice interstitielle environnante. La dégradation de la 
matrice extracellulaire permet également d'activer ou de libérer des facteurs de croissance 
comme le FGF ou le VEGF séquestrés dans cette matrice qui permettront la prolifération et la 
migration des cellules endothéliales [40].  
b) Prolifération et migration des cellules endothéliales  
La matrice extracellulaire étant dégradée, les cellules endothéliales proliférantes vont migrer 
vers les stimuli angiogènes. Les cellules endothéliales forment de fins prolongements 
cytoplasmiques et les cellules migrantes s’allongent et s’alignent les unes avec les autres pour 
former un bourgeon capillaire.  
 
Les VEGF et leurs récepteurs sont largement impliqués au cours de ces phénomènes [36, 41]. 
L’angiopoïétine-1 (Ang-1) paraît impliquée dans le chimiotactisme des cellules endothéliales 
potentialisant le VEGF. Les membres de la famille des FGF et de la famille des PDGF 
affectent aussi l’angiogenèse en recrutant des cellules mésenchymateuses ou des cellules 
inflammatoires. À cette étape, les molécules impliquées dans les interactions cellule-cellule 
ou cellule-matrice, comme l’intégrine αvβ3 ou αvβ5, permettent la migration et l’étalement 
des cellules endothéliales [31, 42, 43].  
 
Introduction : Angiogenèse, artériogenèse et processus de revascularisation post-ischémique 
 - 34 -
c) Formation du lumen 
Les cellules endothéliales s’assemblent en tubes pleins et acquièrent par la suite une lumière. 
Le VEGF, en association avec l’Ang-1 participe à la formation et à l’augmentation du 
diamètre luminal. Les intégrines, molécules impliquées dans l’interaction cellule/matrice 
(αvβ3 ou α5β1) participent à la formation de la lumière [43]. La thrombospondine-1 (TSP-1) 
est un inhibiteur endogène de la formation de la lumière [44].  
 
d) Stabilisation des néovaisseaux 
Plusieurs évènements contribuent à la stabilisation des néovaisseaux.  
Dans un premier temps, les cellules endothéliales se différencient. Afin de s’adapter aux 
demandes de l’environnement local, les cellules endothéliales acquièrent des caractéristiques 
spécialisées, déterminées par l’organe dans lequel elles se situent. Par exemple, les cellules 
endothéliales présentes dans les glandes endocrines, impliquées dans l’échange de particules, 
forment une monocouche discontinue et fenestrée. Cette transformation apparaît être médiée 
par des interactions entre le VEGF et la matrice extracellulaire [32, 45].  
Dans un second temps, la maturation du réseau endothélial implique un remodelage et une 
uniformisation des capillaires ainsi qu’une organisation régulière et structurée du réseau. 
Quelques expériences montrent que le VEGF, le récepteur Tie-1, certaines molécules 
d’adhésion ou des intégrines sont impliquées dans ce remodelage [43].  
Puis, la stabilisation du nouveau réseau vasculaire passe par le recrutement des cellules 
mésenchymateuses qui se différencient en cellules périendothéliales (péricytes, cellules 
musculaires lisses) et ceci par l’action du PDGF-B, puissant chimioattractant de ces cellules 
[46].  
Le VEGF permet l’accumulation de ces cellules sur le mur vasculaire probablement à travers 
la stimulation du PDGF [47].  
L’angiopoïétine-1 (Ang-1) et le récepteur Tie-2 ont un effet sur la croissance et le maintien du 
vaisseau sanguin en stabilisant les interactions entre cellules murales et cellules endothéliales 
et en permettant le recrutement des péricytes. Des anomalies du récepteur Tie-2 chez 
l’humain induisent des malformations vasculaires caractérisées par des vaisseaux possédant 
moins de cellules musculaires lisses [36, 39].  
Le TGF-β et son récepteur sont également impliqués dans la maturation des vaisseaux. Ils 
inhibent la prolifération et la migration des cellules endothéliales, induisent une 
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différenciation des cellules musculaires lisses et stimulent la production de matrice 
extracellulaire, favorisant ainsi les interactions cellules endothéliales/cellules murales [48].  
Les cellules murales recrutées vont stabiliser le réseau endothélial naissant, en bourgeonnant 
ou en migrant le long des vaisseaux préexistants. La mise en place de la paroi vasculaire est 
également caractérisée par la formation d’une lame basale riche en laminine et en collagène 
IV. 
Une fois assemblées en nouveaux vaisseaux, les cellules endothéliales deviennent quiescentes 
et survivent pendant des années. Les vaisseaux matures sont moins enclins à la déstabilisation 
et à la régression. Le VEGF, l’intégrine αvβ3 et l’Ang-1 promeuvent la survie des cellules 
endothéliales tandis qu’Ang-2 l’inhibe, au moins en absence de stimuli angiogènes [32, 39].  
 
II.1.2.2 Mécanismes moléculaires de l’Artériogenèse 
 
a) Définition  
 
L’artériogenèse caractérise le remodelage in situ d’artères collatérales, en réponse à des 
stimuli physiologiques provoqués par une occlusion ou une sténose artérielle. Il en résulte une 
augmentation locale de la vélocité du flux sanguin, qui induit une augmentation des forces de 
cisaillements responsable de l’activation de l’endothélium [49]. 
 
A côté de cette théorie, une autre serait avancée selon laquelle il semblerait que de nouvelles 
artères pourraient se former de novo par le recrutement de cellules musculaires lisses sur les 
capillaires [32]. Toutefois, cette théorie n’a jamais été démontrée ni dans les cœurs de 
mammifères, ni au niveau périphérique chez les lapins, rats et souris.  
Chez l’homme, l’hypothèse du remodelage des collatérales préformées a été démontrée dans 
le système vasculaire périphérique et le réseau collatéral s’élargit quand des sténoses se 
forment dans les artères iliaques avec une faible variabilité inter-individuelle et certaines sont 
classées sous des noms spécifiques comme collatérales de « Riordan ». Un nombre fini 
d’interconnections normales artériolaires existe : on en dénombre 8 chez la souris C57Bl/6 et 
38 chez le lapin qui s’élargissent après occlusion de la fémorale. Le nombre de collatérales 
pré-existantes n’augmente pas après occlusion artérielle, ni après stimulation maximale par un 
shear stress augmentant. L’apparente augmentation du nombre de collatérales chez le lapin est 
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du à la méthode de détection basée sur l’utilisation de rayons X qui ne détecte les vaisseaux 
seulement au dessus d’un seuil de détection [49].  
 
b) Les principaux mécanismes de l’artériogenèse 
 
Il existe 4 phases de remodelage dans le développement d’une artériole préexistante en petite 
artère mature (Figure 4) [50, 51]. 
 
 
Figure 4 : Mécanisme de l’artériogenèse (adapté de [52]). 
 
 
Après la phase de sténose ou d’occlusion aigue, débute la phase silencieuse d’environ 2 jours 
où on n’observe pas de changement en termes d’augmentation du flux. Ceci est dû au fait que 
le cycle cellulaire et les évènements l’entrainant requièrent au moins un jour. Après ceci, les 
cellules dérivées de la moelle osseuse s’attachent à l’endothélium et s’accumulent dans 
l’espace adventitiel. Le fait marquant de cette première phase est l’activation des cellules 
endothéliales (CE) et des CML en cellules prolifératives avec augmentation de la perméabilité 
vasculaire [50, 53]. 
L’activation des CE se caractérise par l’apparition d’un phénotype prolifératif (augmentation 
du volume du noyau, du réticulum endoplasmique ainsi que du nombre des ribosomes) 
accompagnée d’une surexpression des molécules d’adhésion et des chémokines comme MCP-
1 [54]. L’expression de MCP-1 facilite l’adhésion des monocytes à l’endothélium et la 
production de facteurs de croissance et de cytokines (TNF-α, Il-8) [55].  
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La seconde phase est caractérisée par une destruction contrôlée du vaisseau collatéral par 
digestion de la matrice extracellulaire et de la lamina élastique interne avec simultanément 
une explosion de l’activité mitotique des CML et CE.  
Les facteurs de croissance nécessaires à l’activité mitotique localisés dans le tissu (comme le 
VEGF et le FGF2 séquestrés dans la matrice extracellulaire) sont libérés ou produits par des 
cellules invasives comme les monocytes, les lymphocytes T ou les basophiles. Après 
libération ou production, ces facteurs favorisent la prolifération endothéliale et celle des CML 
[56].  
Parallèlement à la phase de prolifération, ou précédant celle-ci, l’activité protéolytique permet 
de créer un espace dans la matrice extracellulaire afin que les cellules puissent migrer et 
proliférer. Durant cette phase, la digestion de la lame élastique interne permet la libération et 
la migration des CML, depuis la média vers l’espace subendothélial formant une couche 
circulaire et longitudinale autour du vaisseau, créant ainsi une couche néointimale épaisse 
typique d’une structure artérielle [49, 51].  
 
Enfin, la croissance des collatérales s’achève lors de la phase de maturation caractérisée par 
un ralentissement de la prolifération, de la migration et de la digestion matricielle, et la 
restauration d’un phénotype contractile du vaisseau [57, 58]. 
Cette phase est caractérisée par un arrangement ordonné des CML en couches circulaires par 
établissement de contacts cellule-cellule et par synthèse d’élastine et de collagène afin de 
produire un nouveau vaisseau plus large. La prolifération des CML constitue le processus le 
plus important de l’artériogenèse. Si peu de nouvelles CE sont nécessaires au remodelage 
artériel, plusieurs couches de CML doivent se superposer dans un vaisseau plus large. Au 
cours de l’artériogenèse, les CML passent d’un état différentié, de phénotype contractile, à un 
état immature. Les CML prolifèrent, sécrètent des composants de la matrice extracellulaire et 
digèrent la lamina élastique externe. Les MMP-2 et -9 facilitent le remodelage des artérioles 
pré-existantes en favorisant l’invasion et la prolifération des cellules circulantes. Après de 
nombreuses divisions cellulaires, les CE et les CML retrouvent leur phénotype original, 
différentiées [57, 58]. 
Une caractéristique majeure des vaisseaux collatéraux est leur forme tortueuse, liée à une 
croissance non harmonieuse en longueur et en largeur.  
 
La quatrième phase est caractérisée par l’occlusion des vaisseaux ayant initialement participé 
au remodelage mais qui sont éliminés à cause de la compétition de flux : ceux qui ont un 
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avantage initial, un diamètre légèrement plus important atteint la maturation mais beaucoup 
d’autres sont obturés par prolifération intimale comme un bouchon au niveau d’une artère 
occluse. 
 
Le processus d’artériogenèse s’achève probablement au moment où les forces de cisaillements 
diminuent sous une valeur minimale due à l’élargissement des vaisseaux collatéraux [49, 59]. 
 
Ainsi, face aux maladies occlusives vasculaires, l’organisme a la capacité de développer 
spontanément des nouveaux vaisseaux sanguins collatéraux constituant une réponse 
adaptative importante. Ces mécanismes de compensation ne sont possibles que par 
l’apparition de stimuli moléculaires et cellulaires. 
 
II.2 LES PRINCIPAUX STIMULI MOLECULAIRES ET 
CELLULAIRES A L’ORIGINE DU PROCESSUS DE NEO-
VASCULARISATION POST-ISCHEMIQUE 
 
 
En réponse à une occlusion vasculaire, la néovascularisation a lieu essentiellement par les 
processus d'angiogenèse et d'artériogenèse. L'angiogenèse est principalement activée par 
l’inflammation et l'hypoxie. La protéine dont l’activité est modulée par une diminution de la 
pression partielle en oxygène est le facteur induit par l'hypoxie (HIF), elle va contrôler 
l'expression de nombreux agents pro-angiogéniques, comme notamment le facteur de 
croissance VEGF. L'artériogenèse dépend des modifications hémodynamiques associées à 
l'occlusion vasculaire, mais aussi de la réaction inflammatoire qui se déroule dans le tissu 
ischémique.  
 
II.2.1 L’HYPOXIE 
 
L’une des premières protéines dont l’activité est modulée par l’hypoxie est le facteur induit 
par l’hypoxie (HIF-1). HIF-1 est un facteur de transcription nucléaire qui se lie à des éléments 
de réponse à l’hypoxie situés dans la région régulatrice de nombreux gènes. HIF-1 régule 
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notamment le gène codant pour le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). En effet, en 
réponse à l’hypoxie des cellules les plus éloignées des vaisseaux sanguins, HIF-1 se lie sous 
forme d’hétérodimère constitué d’une sous-unité α et d’une sous-unité β. Les sous-unités α 
sont rapidement dégradées en présence d’oxygène alors que les sous-unités β sont présentes 
de manière constitutive [60]. En condition normoxique, le complexe protéique formé par 
pVHL (Von Hippel Lindau), codé par un gène suppresseur de tumeur et conduit HIF-1α à la 
dégradation protéosomale (Figure 5). En condition hypoxique, HIF-1α n’est pas dégradé et 
s’accumule dans le noyau conduisant à une surexpression de gènes critiques pour 
l’angiogenèse : le VEGF, VEGFR ou PDGFR par exemple [61, 62]. 
 
Figure 5 : Rôle de HIF en condition d’hypoxie ou normoxie 
 
De façon plus précise, en normoxie, l’hydroxylation des prolines 402 et 564 contenues dans le 
domaine de dégradation dépendant de l’oxygène de HIF-1α [oxygen dependent degradation 
(ODD)] est assurée par les protéines PHD [prolyl hydroxylase domain proteins (PHD1-3)]. 
Ces hydroxylations conduisent au recrutement de la protéine pVHL (von Hippel–Lindau 
protein) [63, 64]. 
En hypoxie, le manque d’oxygène rend l’hydroxylation de la protéine HIF-1α impossible, ce 
qui permet son accumulation rapide dans la cellule. 
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Une fois stabilisée, HIF-1α est transportée dans le noyau grâce à son signal de localisation 
nucléaire situé en position carboxyterminale. Une fois nucléarisée, la sous-unité HIF-1α va 
s’associer avec HIF-1β pour former l’hétérodimère HIF-1. Ce dernier va alors se fixer au 
niveau de séquences canoniques HRE (Hypoxia response element) situées dans les 
promoteurs ou dans les séquences enhancer des gènes dont il va induire la transcription après 
fixation avec le complexe CBP/p300 (CBP et p300 agissent de concert comme des co-
activateurs transcriptionnels). A ce niveau, une enzyme, la FIH (Factor inhibiting HIF-1), 
sensible à la pression en oxygène, provoque en condition de normoxie l’hydroxylation de 
l’asparagine (N803) rendant la transcription impossible [64, 65]. 
 
Ainsi, l’hypoxie dans le membre atteint d’AOMI stimule les phénomènes d’angiogenèse avec 
comme conséquence l’augmentation de la densité capillaire et l’amélioration de la distribution 
sanguine dans le membre [66, 67]. Toutefois, des expériences réalisées chez le lapin montrent 
que la croissance de la collatéralité angiographique n’était pas associée à la production 
d’intermédiaires métaboliques témoins de l’ischémie ou à l’expression des gènes induits par 
l’hypoxie, tels que VEGF ou HIF-1 [68, 69]. 
 
 
II.2.2 LE SHEAR STRESS 
 
Pour revues [49, 50, 52] 
 
Le mécanisme principal déclenchant l’artériogenèse est la force de cisaillement liquide ou 
encore fluid shear stress (FSS).  
En effet, ce mécanisme est vraisemblablement à l’origine de la croissance des artères 
collatérales. Les forces de cisaillement sont définies comme la force tangentielle par unité de 
surface appliquée par le flux sanguin sur l’endothélium. Beaucoup d’études montrent que le 
FSS est le premier facteur physique et morphogénique qui détermine la taille des artères et 
particulièrement la taille du réseau de collatérales en croissance. 
Suite à une occlusion artérielle, des anastomoses artérielles pré-existantes qui relient les 
territoires pré-occlusifs à haute pression et les zones à basse pression post-occlusion subissent 
un fort gradient de pression. Ceci provoque une augmentation du flux sanguin et du FSS à ce 
niveau. 
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Sous l’influence du FSS, ces artérioles se remodèlent et augmentent de diamètre. Ce 
changement de force mécanique après occlusion artérielle a un effet sur les CE. 
Le mécanisme moléculaire précis qui induit la stimulation des CE par le FSS, force 
mécanique en réponse intracellulaire reste inconnu.  
Une hypothèse serait basée sur le « modèle de tensegrity de Ingber ». Dans ce modèle, le FSS 
entrainerait la déformation de la cellule endothéliale globale, évènement spécifique de 
l’artériogenèse précoce, qui serait amplifié par l’œdème intracellulaire et la perte de contrôle 
du volume suite à une activation des canaux ioniques. Ceci stresserait le cytosquelette et 
provoquerait une modification de l’expression génique [70].  
Une autre hypothèse serait basée sur la présence d’organelles type cils, insérés sur la surface 
endothéliale, flottants dans le courant sanguin qui percevraient la vélocité du shear stress. 
Toutefois, la présence de cils n’a pas été mise en évidence en microscopie électronique [71].  
 
Le shear stress entrainant le remodelage du cytosquelette provoquerait une modification de 
l’expression génique touchant des structures dans la membrane endothéliale tels que les 
intégrines, les récepteurs à activité tyrosine kinase et des canaux ioniques [72]. Récemment, il 
a été montré que la glycocalyx, un réseau de protéoglycanes, glycoprotéines, de 
glycosaminoglycanes qui borde la lumière de tous les vaisseaux sanguins est capable de 
détecter le shear stress. Les changements d’expression génique dus au shear stress entrainent 
une surexpression des molécules d’adhésion comme ICAM-1 et -2, de chémokines telles que 
le TNF-α et la sécrétion de NO [73]. 
 
Ainsi, les sténoses progressant lentement jusqu’à occlusion complète ne montrent qu’une 
ischémie minimale et c’est sous ces conditions que les collatérales montrent leur maximum 
d’adaptation. A l’opposé, les infarctus aigus sont de faibles stimuli pour l’artériogenèse. 
Souvent la zone ischémique et le lieu de formation des collatérales sont étroitement liés, 
comme dans le cœur où il est difficile de déterminer où l’ischémie prend fin et la normoxie 
débute et où la croissance vasculaire a exactement lieu. De plus, Fulton et al a montré que la 
croissance des coronaires collatérales a déjà lieu dans le tissus normoxique due à une 
augmentation de la FSS [74]. Le problème est plus simple à étudier dans la circulation 
périphérique de par les longues distances entre le point d’occlusion artériel et le lieu de 
l’ischémie. Chez le lapin, le rat et la souris, l’occlusion de l’artère fémorale entraine une 
ischémie à l’extrémité du membre où se forme un nouveau réseau de capillaire par 
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angiogenèse alors que, dans la partie supérieure, non ischémique, se forme les collatérales 
[75].  
 
II.2.3 LA REACTION INFLAMMATOIRE 
 
A côté des stimuli spécifiques de l’angiogenèse (hypoxie) et de l’artériogenèse (FSS) que 
nous venons de décrire, ces deux processus partagent des facteurs de croissance, des 
chémokines, des protéases et des cellules inflammatoires jouant des rôles différents et 
complémentaires dans leur promotion. La présence de cellules inflammatoires est un fait 
princeps dans le mécanisme de revascularisation post-ischémique [76]. 
D’une part, l’hypoxie contrôle la réaction inflammatoire. L’activation de HIF-1α est 
indispensable à l’infiltration et l’activation de cellules myéloïdes. L’absence de HIF-
1α provoque une sévère déficience de l’agrégation, la mobilité et l’invasion des cellules 
myéloïdes [76]. 
D’autre part, des monocytes activés et/ou des macrophages ont été mis en évidence dans des 
zones où le processus angiogénique est important [77]. La présence de ces cellules 
inflammatoires s’accompagne d’une sécrétion locale de facteurs potentiellement 
angiogéniques tels les cytokines (comme l’interleukine-18BP et le TNFα: Tumor Necrosis 
Factor-α), les facteurs de croissance (comme le VEGF et le FGF2) ou encore les 
métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (MMPs) [37, 77].  
 
Les monocytes ont été également les premiers identifiés comme jouant un rôle important dans 
l’artériogenèse.  
Après activation de l’endothélium par le shear stress, les CE relarguent des chémoattractants 
tel que MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) fixés aux protéoglycanes qui attirent 
les monocytes sur le site de croissance des collatérales (Figure 6). Les souris n’exprimant plus 
le gène MCP-1 ou les souris n’exprimant plus le récepteur de MCP-1 (CCR2) ont montré des 
limites sévères dans l’adaptation à l’occlusion de l’artère fémorale [78].  
L’augmentation du shear stress qui suit une augmentation du flux collatéral due à un fort 
gradient de pression au niveau de la sténose ou de l’occlusion, a tendance à empêcher le 
rattachement des monocytes. Ce phénomène est contrebalancé par une augmentation des 
protéines d’adhésion ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule) et VCAM-1 (Vascular Cell 
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Adhesion Molecule) sur l’endothélium et dans la média des collatérales en croissance 
favorisant l’adhésion des monocytes à la surface endothéliale [49, 79]. 
Les monocytes sont donc recrutés par adhésion aux récepteurs ICAM-1 ou -2, VCAM-1 via 
leurs récepteurs Mac-1 ou LFA-1 et subissent une transmigration dans le tissu périvasculaire. 
Des injections d’anticorps anti-ICAM et d’antigènes ICAM réduisent le développement des 
collatérales par fixation de l’antigène aux monocytes circulants et par fixation de l’anticorps 
au niveau des récepteurs [80].  
Dans le tissu périvasculaire, les monocytes se différencient en macrophages qui sécrètent des 
facteurs de croissance et cytokines tels que FGF2, attirant d’autres monocytes et stimulant la 
prolifération des CML et des CE [52]. 
Ces macrophages vont également créer un environnement inflammatoire en sécrétant certains 
facteurs tel que le TNFα, facteur essentiel au cours du processus d’artériogenèse (la souris 
KO pour le TNFα est dépourvue d’artériogenèse) [81, 82].  
 
 
Figure 6 : Rôle de l’inflammation suite à une ischémie. L’endothélium perçoit le shear stress via son 
cytosquelette, les protéines transmembranaires (intégrines, canaux ioniques) et la glycocalyx. En état 
activé, l’endothélium exprime des molécules d’adhésion (ICAM-1) sur lesquelles vont se lier les monocytes 
circulants via leurs récepteurs Mac-1. Les monocytes subissent une transmigration dans le tissu 
périvasculaire, se différencient en macrophages et sécrètent des facteurs de croissance et cytokines qui 
attireront de nouveaux macrophages et stimulera la prolifération de CML et CE ([52]). 
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Le rôle des autres sous population de leucocytes est plus débattu. Les lymphocytes T CD4+ et 
CD8+ contribuent à l’artériogenèse, il en est de même pour les mastocytes détectés au cours 
du remodelage d’artères collatérales mais leurs rôles précis n’est pas clair [83, 84]. 
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II.3  LES ACTEURS DU DEVELOPPEMENT DES VAISSEAUX 
 
Même si les stimuli qui les déclenchent sont différents, l’angiogenèse et l’artériogenèse 
partagent des facteurs de croissance, des chémokines, des protéases, des cellules 
inflammatoires qui peuvent jouer différents rôles dans ces mécanismes. 
Chez les mammifères adultes, en conditions physiologiques normales, le réseau vasculaire est 
quiescent. L'angiogenèse est un processus finement contrôlé par une balance d’activateurs et 
d’inhibiteurs (Tableau 2). La régulation des différentes phases du processus angiogénique est 
soumise à l’influence de nombreux facteurs génétiques et environnementaux. La recherche de 
molécules impliquées dans la régulation de l’angiogenèse a conduit à l’identification de 
plusieurs familles de protéines, en particulier de facteurs de croissance, des molécules 
d’adhésion, des enzymes protéolytiques ou des fragments cryptiques de molécules endogènes 
[85]. Toutes ces molécules pro-angiogéniques sont a priori des facteurs d’intérêts pour une 
thérapie angiogénique. La surexpression de gènes favorisant la réponse angiogénique ou le 
blocage (oligonucléotides antisens) de l’expression d’inhibiteurs naturels de la réponse 
angiogénique devrait permettre d’aboutir à une stimulation de la réponse angiogénique. 
 
 
Régulateurs positifs 
 
 
Régulateurs négatifs 
 
VEGF 
FGF1 et FGF2 
Ang 1 et Ang2 
EGF 
HGF  
IL-8 
PDGF-B 
TGF-α et TGF-β 
Cyr61 
Apeline 
 
 
Angiostatine 
Endostatine 
PF4 
Interférons 
Thrombospondine 
Tableau 2. Liste non exhaustive des régulateurs positifs et négatifs de l’angiogenèse. 
Ang: angiopoietin; EGF: epidermal growth factor; FGF: fibroblast growth factor; HGF: hepatocyte 
growth factor; IL: interleukin; MMP: matrixmetalloproteinase; PDGF: platelet-derived growth factor; 
PF: platelet factor; PRL: prolactin; TGF: transforming growth factor; VEGF:vascular endothelial 
growth factor; Cyr61: cystein rich protein. 
Introduction : Angiogenèse, artériogenèse et processus de revascularisation post-ischémique 
 - 46 -
Parmi les cytokines impliquées dans la formation de néo-vaisseaux, certaines apparaissent 
comme princeps dans les phénomènes d’angiogenèse et d’artériogenèse telles que la famille 
des VEGFs (Vascular Endothelial Growth Factor) et des FGFs (Fibroblast Growth Factor).  
 
D’autres ont été découverts plus récemment tels que Cyr61 (cystein rich protein) ou l’apeline 
mais présentent des propriétés telles, décrites dans les chapitres suivants, que nous les avons 
sélectionnées en tant que candidats potentiels dans notre étude pour le traitement de 
l’ischémie du membre inférieur. 
 
II.3.1 LE VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF) ET SES 
RECEPTEURS 
 
La famille des VEGF est composée de sept membres (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E et VEGF-F et le PlGF : Placenta-like Growth Factor). Ils forment des dimères de 
glycoprotéines biologiquement actifs qui ont en commun un domaine d’homologie mais qui 
présentent différentes spécificités d’interaction avec trois récepteurs à activité tyrosine kinase 
(VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3) et deux récepteurs de basse affinité, les neuropilines (Np1 
et Np2). Ces protéines jouent un rôle important dans la physiologie du système vasculaire, 
incluant la vasculogenèse, l’hématopoïèse, l’angiogenèse et la lymphangiogenèse [62].  
 
Prolifération, perméabilité, migration, survie
Angiogenèse
Chémotaxie monocytes
Séquestration VEGF-A
Angiogenèse embryon
Lymphangiogenèse
(d’après Ho, 2007)
 
Figure 7 : Famille des VEGF et de leurs récepteurs. La stimulation du VEGFR-1 et du VEGFR-2 par 
différents membres de la famille VEGF induit l’angiogenèse, tandis que celle du VEGFR-3 la 
lymphangiogenèse. La neuropiline 1 (NRP-1) et la neuropiline 2 (NRP-2) sont des co-récepteurs (d’après 
[86]). 
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Le VEGF-A et ses récepteurs sont les mieux caractérisés dans les voies de signalisation du 
développement angiogénique. Le VEGF-A est un facteur de croissance ayant comme cible 
principale la cellule endothéliale. La perte d’un seul allèle du VEGF-A résulte en une létalité 
embryonnaire démontrant le rôle clef du VEGF dans l’angiogenèse [87, 88].  
Le gène du VEGF-A comprend 8 exons et engendre la formation d’un peptide long de 206 
acides aminés. Par épissage alternatif des exons 6 et 7, plusieurs transcrits sont générés et les 
peptides produits diffèrent par leur capacité de liaison à l’héparine et aux protéoglycanes de 
type héparane sulfate, composant de la matrice extracellulaire. On distingue principalement 
quatre isoformes (121, 165, 189, 206) d’après le nombre d’acides aminés de la protéine 
mature prédite. Les homodimères de VEGF 189 sont retrouvés essentiellement attachés à la 
matrice extracellulaire, alors que la forme 121 est soluble [61].  
Deux autres membres de la famille VEGF ont un rôle important dans l’angiogenèse et la 
lymphangiogenèse: il s’agit du VEGF-C et du VEGF-D. Ces molécules diffèrent du VEGF-A 
par la présence de propeptides à leurs extrémités mais possèdent le domaine central 
d’homologie au VEGF [61, 62].  
Trois récepteurs spécifiques de la famille VEGF ont été identifiés : VEGFR-1 (Flt-1), 
VEGFR-2 (Flk-1/KDR) et VEGFR-3 (Flt-4). Ce sont des récepteurs à activité tyrosine kinase. 
Le VEGFR-2 est reconnu par les isoformes 121, 145 et 165 du VEGF-A, au VEGF-C et au 
VEGF-D.  
Le VEGFR-2 est le médiateur principal des effets mitogènes, angiogéniques et perméabilisant 
du VEGF-A sur les cellules endothéliales. Il est responsable de l’activité du VEGF dans le 
développement vasculaire physiologique et pathologique [61, 62] (Figure 7). 
 
La compréhension de la régulation de l’angiogenèse par le VEGFR-1 est plus complexe. Sous 
certaines circonstances, le VEGFR-1 peut fonctionner comme un decoy récepteur séquestrant 
le VEGF et empêchant son interaction avec le VEGFR-2. De plus, le VEGFR-1 aurait un rôle 
important dans l’hématopoïèse, le recrutement des monocytes et autres cellules dérivées de la 
moelle osseuse (MO) qui migrent vers le réseau vasculaire en formation et promeut 
l’angiogenèse et l’artériogenèse. Le VEGFR-1 serait également impliqué dans l’induction des 
métalloprotéinases de la matrice (MMPs) et dans la sécrétion paracrine de facteurs de 
croissance de cellules endothéliales. En plus du VEGF-A, le VEGFR-1 a comme ligand 
spécifique le VEGF-B et le PlGF (Figure 7).  
Le VEGFR-3 joue également un rôle majeur dans l’angiogenèse via son interaction avec les 
VEGF-C et D ainsi que dans le contrôle de la lymphangiogenèse [36, 61, 62] (Figure 7). 
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Le récepteur Neuropiline-1 (Np-1) identifié originellement sur les cellules neuronales, est 
aussi exprimé par les cellules endothéliales où il agit comme co-récepteur pour le VEGF. Le 
récepteur Np-1, ne possédant pas de domaine à tyrosine kinase intracellulaire, peut s’associer 
aux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 pour transduire son signal [89] (Figure 7). 
 
L’expression du VEGF est induite par de nombreux facteurs de croissance et cytokines 
(PDGF, EGF, TNF-α, TGF-β et Il-1β), par l'activation de la cyclooxygénase-2 (COX-2), mais 
le stimulus le plus puissant reste l’hypoxie. En effet, comme vu précédemment, l’hypoxie des 
cellules les plus éloignées des vaisseaux sanguins stimule principalement la production de 
VEGF par l’induction du gène via l’activation de la synthèse d’ARNm par le facteur de 
transcription HIF-1 [61, 62].  
 
Dans le cadre d’une application thérapeutique dans l’ischémie du membre inférieur, le VEGF-
A a été considéré comme un candidat potentiel car il constitue un régulateur clef de croissance 
des vaisseaux sanguins, principalement en stimulant la prolifération et la migration des CE, en 
induisant une vasodilatation (via le NO) et en augmentant la perméabilité vasculaire [90-92]. 
 
 
II.3.2 LA FAMILLE DES FACTEURS DE CROISSANCE DES FIBROBLASTES 
(FIBROBLAST GROWTH FACTOR : FGF) 
 
Cette large famille de facteurs de croissance comprend 22 membres. Chez les Vertébrés, la 
masse moléculaire des FGFs varie de 17 à 34 kDa. Ces facteurs partagent une homologie de 
séquence en acides aminés (13 à 71%) ainsi qu’une homologie de structure. 
Durant le développement embryonnaire, les FGFs ont des rôles variés comme la régulation de 
la prolifération, de la migration, de la différenciation cellulaire et la maintien de l’intégrité 
vasculaire [93]. Dans les organismes adultes, les FGFs sont des facteurs homéostatiques qui 
interviennent lors de la cicatrisation [94]. Lorsqu’ils sont anormalement exprimés, certains 
des FGFs peuvent contribuer à des évènements pathogènes comme le cancer [31, 95]. 
 
Le FGF1 (acidic FGF) et le FGF2 (basic FGF) sont les membres les mieux caractérisés de 
cette famille. Ces deux polypeptides n’ont pas de séquence signal classique pour la sécrétion 
extracellulaire. Ils exercent leurs effets cellulaires par des mécanismes intracrine et autocrine. 
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Le FGF1 et le FGF2 sont associés à la matrice extracellulaire ou aux cellules et sont 
largement distribués dans les tissus adultes suggérant que leur activité est extrêmement 
régulée dans les conditions physiologiques. In vitro, ils ne sont pas relargués dans le milieu et 
in vivo, le relargage des FGFs pourrait avoir lieu à partir de cellules nécrotiques ou par 
dégradation de la matrice [31, 95].  
Le FGF1 est un polypeptide exprimé par une grande variété de cellules, notamment les 
cardiomyocytes et les cellules musculaires lisses. C’est un facteur mitogène pour de 
nombreux types cellulaires, notamment des cellules endothéliales. Il induit une angiogenèse in 
vivo. 
Le FGF2 est un polypeptide se présentant sous cinq isoformes produit par un seul ARNm. 
L’isoforme de 18 kDa possède une activité biologique pouvant induire l’angiogenèse in vivo. 
Il est produit par de nombreuses cellules, notamment les cellules endothéliales, les cellules 
musculaires lisses et les cellules myocardiques. Le FGF2 peut induire la prolifération des 
cellules endothéliales et leur migration. Il a été montré un effet synergique avec le VEGF dans 
l’induction de la différenciation endothéliale et dans l’induction de l’angiogenèse in vivo [96]. 
 
Les FGF se lient à des récepteurs de haute ou de basse affinité. À ce jour, cinq récepteurs de 
haute affinité ont été identifiés. Ils ont une structure similaire et leur séquence en acides 
aminés est très conservée entre les différents membres de la famille. Le même récepteur peut 
fixer différents FGF et un FGF peut se fixer à différents récepteurs avec différentes affinités. 
La fixation du FGF à son récepteur de haute affinité stimule une activité tyrosine kinase 
conduisant à une phosphorylation des phospholipases C et à l’expression des gènes modulant 
le cycle cellulaire. Les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) membranaires représentent 
des récepteurs de basse affinité pour les FGFs. Ces récepteurs HSPG augmentent l’affinité du 
ligand pour son récepteur et stabilisent le complexe ligand/récepteur, formant ainsi un 
complexe tri-moléculaire. Ces récepteurs fournissent également un site de stockage 
extracellulaire pour les FGF à partir desquelles les facteurs de croissance peuvent être 
relargués par l’héparine ou lors de la dégradation de la matrice extracellulaire [96-98]. 
 
Dans le cadre d’une application thérapeutique dans l’ischémie du membre inférieur, le FGF2 
joue un rôle important dans la croissance des collatérales et la formation de capillaires, il est 
sécrété par les monocytes activés et induit la prolifération des CML, indispensables à la 
maturation des vaisseaux. L’administration de FGF2 (par protéine recombinante ou transfert 
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de gène) à différents modèles animaux d’ischémie permet l’induction de l’artériogenèse et 
améliore la survenue des lésions [99, 100]. 
 
 
II.3.3 CYR-61 
II.3.3.1 Structure multimodulaire 
Cyr61 ou CCN1 est le premier membre identifié de la famille des CCN en 1989 [101]. Sa 
nomenclature CYR61 (cystein rich protein) est due à sa structure primaire riche en cystéines. 
 
Chez l’homme, la famille CCN est composée de ces trois membres fondateurs : le CYR61 
(cystein rich protein), le CTGF (connective tissue growth factor) ou CCN2 et le NOV 
(nephroblastoma overexpressed) ou CCN3, d’où l’abréviation CCN proposé par Bork pour 
désigner les protéines de ce groupe [102]. Plus récemment, les protéines WISP1, 2 et 3, dont 
l'expression est régulée par la protéine wnt1, ont été aussi rangées dans la famille CCN.  
Les protéines qui constituent cette famille sont des régulateurs positifs ou négatifs qui 
partagent une organisation multimodulaire très conservée. À partir de l'extrémité amino-
proximale, les protéines CCN contiennent un peptide signal et sont formées successivement 
de quatre modules structuraux apparentés :  
- module 1 : aux protéines liant les IGF (insulin like factor binding protein ou IGFBP),  
- module 2 : au motif C de la protéine de von Willebrand,  
- module 3 : à la thrombospondine, 
- module 4 : à un motif désigné cystin knot présent dans certains facteurs de croissance.  
 
Cette organisation structurale constitue le critère d’appartenance à la famille CCN (Figure 8). 
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Figure 8 : Représentation de la structure multimodulaire des gènes de la famille CCN et des protéines 
correspondantes. E1-5 : exon 1 à 5. PS : peptide signal, IGFBP : domaine Insulin-like Growth Factor Binding 
Prtein-like, VWC: domaine Von Willebrand factor-like, TSR: domaine Thrombospondine-like, CT: domaine 
Cystéine Knot. [103] 
 
Les caractéristiques structurales de ces protéines suggèrent qu'elles ont des activités multiples 
et qu'elles agissent dans plusieurs voies de signalisation. Les résultats obtenus jusqu'à présent 
ont effectivement attribué aux protéines CCN des fonctions dans des processus biologiques 
aussi variées que la migration, la prolifération, l'adhésion et la survie cellulaires.  
Les protéines CCN interviennent dans les processus biologiques fondamentaux tels que la 
réparation tissulaire, la croissance osseuse, le développement vasculaire, la différenciation 
musculaire, le développement du système nerveux central, la migration et l’adhésivité 
cellulaire. Des altérations de l’expression de ces gènes sont associées aux fibroses, scléroses 
et cancers (voir les revues [103-105]). 
 
Le gène ccn1 est un gène « immédiat-précoce » dont l’expression est stimulée par les facteurs 
de croissance, le TGF-β, ou la transformation oncogénique par le virus du sarcome de Rous 
(RSV). Il est exprimé dans différents types cellulaires comme les fibroblastes, les cellules 
endothéliales [106], les ostéoclastes [107, 108].  
La structure primaire de Cyr61 montre une grande identité avec les autres membres de la 
famille CCN avec la concentration de 38 cystéines. 
Cyr61 possède les caractéristiques structurales de cette famille, la présence d’un peptide 
signal à l’extrémité amino-terminale confère à la protéine Cyr61 la propriété d’être sécrétée. 
Effectivement, Cyr61 produite par des fibroblastes de souris (BALBc/3T3) en culture est 
sécrétée mais est associée, de manière très stable (avec une demi-vie supérieure à 24 heures), 
à la matrice extracellulaire par l’intermédiaire de l’héparine sulfate, au sein de laquelle elle 
pourrait être séquestrée et de manière transitoire, à la surface cellulaire [101, 109].  
CYR61 
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Cyr61 est formé des quatre modules structuraux de la famille des CCN qui lui permet 
d’interagir avec des molécules multiples au sein du microenvironnement ce qui provoque une 
modulation du réseau extracellulaire. Les molécules interagissant avec Cyr61 incluent des 
molécules d’adhésion [110], des récepteurs de transduction du signal de la surface cellulaire 
[111], des protéoglycanes [112] et des facteurs de croissance [113]. 
 
II.3.3.2 La régulation de l’expression du gène 
Cyr61 est une protéine localisée en intracellulaire ou associée à la MEC ou aux surfaces 
cellulaires. Comme d’autres protéines (FGF2, PDGF…), Cyr61 est localisé dans le noyau 
cellulaire et ceci malgré l’absence de séquences classique de localisation nucléaire dans sa 
structure primaire permettant la translocation de ce facteur dans le noyau [114]. 
Cyr61 peut être induit par une trentaine d’agents. Il est stimulé de façon rapide par des 
facteurs de croissance de type EGF, PDGF, VEGF, FGF2, TGFβ, il peut être également 
inductible par des chémokines telles que IL-1, IL-2, IL-6. De plus, d’autres agents tels que le 
sérum, le cortisol, les œstrogènes, le tamoxifène sont tous des agonistes de l’expression de 
Cyr61. Le facteur clé de l’angiogenèse, le VEGF stimule l’expression de Cyr61 dans les 
ostéoblastes par une boucle paracrine qui permet ainsi, l’attraction des CE et l’induction de 
l’angiogenèse [113]. In vitro, la stimulation des cellules vasculaires de la rétine par le VEGF 
augmente l’expression du gène codant Cyr61 et une injection intraveineuse in vivo induit sa 
transcription [115].  
De même le stress mécanique peut induire l’expression de Cyr61. Par exemple, Cyr61 est 
fortement exprimé par les CE, dans les vaisseaux où sont présentes des lésions 
athérosclérotiques et des études in vitro montrent sa surexpression dans les CE sous l’effet du 
stress mécanique [116]. 
Les voies de signalisation induisant l’induction du gène Cyr61 dans les CML et les CE sont 
clairement identifiées et passent par les voies RhoA GTPase et p38 MAP kinase. 
Le shear stress amplifie l’expression de Cyr61 dans les CML via l’activation d’un facteur de 
transcription mécano-sensible : Egr-1 (early growth response gene product 1) et implique la 
voie de signalisation de la protéine kinase C/PI3K/Rho-kinase. De plus, des études ont 
révélées que l’activation stretch-dépendant d’Egr-1 augmente l’expression de MMP1 dans le 
réseau microvasculaire du rat avec un impact significatif sur l’angiogenèse en affectant 
l’activité de MMP2 [114]. 
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II.3.3.3 Les récepteurs de Cyr61 
Cyr61 exerce de très nombreuses fonctions et possède de très nombreuses propriétés de par sa 
fixation à la surface cellulaire à au moins 5 intégrines : αVβ3, αVβ5, α6β1, αIIbβ3, αMβ2 et aux 
HSPG. Les HSPG agissent comme des co-récepteurs. La stimulation des intégrines par Cyr 
est spécifique du type et de la fonction des cellules qui les portent. Par exemple, Cyr61 induit 
l’adhésion cellulaire des fibroblastes en se fixant aux α6β1 et aux HSPG, il induit la migration 
des cellules en interagissant avec αVβ5 et induit la prolifération cellulaire par fixation aux 
intégrines αVβ3. Il entraine l’adhésion cellulaire des plaquettes et des monocytes par 
l’intermédiaire des intégrines αIIbβ3 et αMβ2 respectivement. L’engagement de Cyr61 avec ses 
récepteurs entraine l’activation de nombreuses voies de transduction et l’initiation de la 
transduction de nombreux gènes cible [114]. 
 
II.3.3.4 Les activités biologiques 
Cyr61 agit comme un régulateur des facteurs de croissance qui stimulent sa synthèse. Il 
participe à l’angiogenèse, la chondrogenèse, l’ostéogenèse, la prolifération, la survie, 
l’adhésion et la migration. 
 
a) Les propriétés angiogéniques de Cyr61 
 
Cyr61 est le premier membre de la famille CCN à avoir été décrit comme facteur 
angiogénique. En 1998, Babic et coll ont décrit son effet positif dans l’angiogenèse et la 
croissance tumorale. Cyr61 augmente la migration et l’adhésion des cellules endothéliales 
vasculaires in vitro et induit la néovascularisation de la cornée in vivo. Ces effets sont inhibés 
par un anticorps dirigé spécifiquement contre Cyr61 [117].  
L’action angiogénique de Cyr61 passe par l’activation des intégrines αVβ3 et α6β1. 
L’interaction de Cyr61 avec à la fois l’intégrine α6β1 et les HSPG lui permet de favoriser 
l’adhésion et la chémotaxie des cellules musculaires lisses vasculaires. Cyr61 interagit aussi 
avec d’autres membres de la famille des intégrines : αIIbβ3 et αMβ2 [110, 118, 119]. 
L’expression de Cyr61 dans plusieurs types de tumeurs suggère qu’il joue un rôle important 
dans l’angiogenèse tumorale et la formation de métastases [120, 121]. 
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Cyr61 stimule l’expression de facteurs proangiogéniques comme le VEGF, le FGF, des 
facteurs impliqués dans le remodelage de la MEC comme le collagène I et les MMP-1 et -3 
[122]. De plus, il existe une boucle de régulation de l’expression de Cyr61 par le VEGF et 
inversement [113]. 
Il semble aussi que Cyr61 joue un rôle significatif dans l’organisation des CE et la formation 
des différentes structures des vaisseaux sanguins. De plus, il favorise la prolifération des EC 
d’une manière dépendante de la MEC en interagissant avec d’autres molécules de 
signalisation. De part sa forte affinité avec les HSPG, cette protéine est capable de déplacer 
des facteurs de croissance associés à la MEC, comme le FGF2, ce qui induit une prolifération 
des CE [123].  
Cyr61 peut aussi réguler l’expression de gènes impliqués dans l’angiogenèse et le remodelage 
de la matrice dont VEGF-A, VEGF-C, le collagène de type 1, MMP1, MMP3 et des 
inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs). 
L’invalidation du gène ccn1 chez la souris conduit à des altérations de la vascularisation des 
membranes extra-embryonnaires et du placenta, qui aboutissent à une importante mortalité 
prénatale. Les embryons KO souffrent d’anomalies de la bifurcation des vaisseaux au niveau 
de la jonction chorioallantoïdienne et de l’inefficacité de la vascularisation placentaire. De 
plus, ces souris montrent une malformation de l’aorte dorsale et de la paroi artérielle causant 
des hémorragies létales pour l’embryon. Ainsi, Cyr61 semble être responsable de l’intégrité 
vasculaire en particulier des artères [124, 125]. 
 
Dans le modèle de l’ischémie du membre inférieur chez le lapin, le transfert du gène Cyr61 
permet de stimuler la revascularisation et améliore de façon significative la reperfusion 
tissulaire dans le membre ischémié [126].  
Les capacités angiogéniques de Cyr61 à promouvoir la formation de nouveaux vaisseaux en 
font un candidat intéressant et très prometteur pour le traitement des maladies ischémiques 
sévères périphériques [127]. 
 
b) Autres rôles de Cyr61 
 
Cyr61 participe aussi à l’ostéogenèse. En effet, il induit l’expression des marqueurs 
chondrogéniques et sa surexpression est décrite au cours de la différenciation 
chondrogénique. Les protéines CCN interviennent aussi dans les processus d’ossification et 
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de chondrogenèse. Lorsqu’elles ont été recherchées, les protéines CCN ont été détectées dans 
le cartilage hypertrophique et la protéine Cyr61 peut induire la différenciation des cellules 
mésenchymateuses. La protéine Cyr61 est détectée dans les zones de réparation de fractures 
osseuses, dans les chondrocytes du cartilage de conjugaison et dans les ostéoblastes en 
culture. 
Les protéines CCN1 et CCN2 stimulent l’adhérence des plaquettes en interagissant avec 
l’intégrine αIIbβ3 [103]. 
 
 
II.3.4 APELINE 
 
II.3.4.1 Apeline et son récepteur APJ 
a) Le récepteur APJ 
 
L’histoire de l’apeline commence avec le clonage de l’ADNc du récepteur APJ à partir d’une 
banque génomique humaine par O’Dowd et al., en 1993 [128]. Il s’agit d’un récepteur 
orphelin de 377 acides aminés qui appartient à la famille des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG) et qui partage 31% d’identité de 
séquence protéique avec le récepteur de type 1 des angiotensines (AT1), d’où son nom APJ 
pour protéine putative reliée au récepteur AT1. Malgré ces homologies de séquences, APJ ne 
fixe pas spécifiquement l’angiotensine II. Le gène humain du récepteur APJ est localisé sur le 
bras long du chromosome 11. La régulation transcriptionnelle du gène APJ semble complexe 
et peu connue. Les stimuli physiologiques influençant la synthèse du récepteur APJ sont le 
stress chronique et aigue, la charge sodique et la déprivation en eau [129].  
b) Apeline 
 
Parallèlement, Tatemoto et al. [130] isolaient, fin 1998, le ligand endogène du récepteur APJ 
humain à partir d’extraits d’estomac de bœuf. Ils nommèrent le peptide isolé « apeline », pour 
ligand endogène pour le récepteur APJ. 
Il s’agit d’un peptide de 36 acides aminés (apeline 36), issu d’un large précurseur, la pro-
apeline, composé de 77 acides aminés. Le gène de l’apeline humaine est situé sur le 
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chromosome X et la phase ouverte de lecture est localisée dans deux exons (1 et 2) séparés 
par un intron d’environ 6 kb. [131-133]. La pro-apeline a été isolée dans différentes espèces 
[5-7] et l’alignement des séquences de souris, rat, bœuf et homme a révélé une très forte 
homologie de séquence et particulièrement au niveau des 23 acides aminés carboxyterminaux. 
In vivo, la pro-apeline engendre différentes formes moléculaires d’apeline : l’apeline-36 
(apeline 42-77), l’apeline-17 (apeline 61-77), l’apeline-13 (apeline 65-77). Le processus de 
maturation de la pré-proapeline en apeline n’est pas connu ; la conversion de l’apeline-36 en 
apeline-17 ou -13 est effectuée vraisemblablement par des proconvertases. Dans le cerveau et 
le plasma de rat, on retrouve majoritairement la forme pyroglutamyl de l’apeline-13, et en 
plus faible quantité, l’apeline-17; dans le testicule et l’utérus, c’est l’apeline-36 qui 
prédomine, alors que, dans la glande mammaire, on retrouve à la fois l’apeline-36 et l’apeline-
13 [134]. 
C’est l’apeline-13, la plus courte des isoformes qui présente la plus forte affinité de fixation et 
la plus forte activité biologique et particulièrement quand cette dernière est sous sa forme 
pyroglutmyl. Elle représente alors le principal ligand biologiquement actif [132, 134, 135].  
L’expression du gène apeline augmente en réponse à l’hypoxie par la régulation de HIF-1.  
 
II.3.4.2 Biologie du système apeline-APJ 
a) Anatomie : localisation tissulaire d’APJ et de l’apeline 
 
Le système apeline-APJ est largement représenté dans le système nerveux central et de 
nombreux tissus périphériques. Dans certains tissus tels que les poumons, le rein, la glande 
surrénale, l’expression d’APJ est restreinte au réseau vasculaire. Des récepteurs APJ ont été 
détectés au niveau des neurones du cortex cérébral, de l’hippocampe et de l’hypothalamus, au 
niveau des glandes pituitaires, cellules gastriques enterochromaffines-like, des cellules des 
îlots pancréatiques, les ostéoblastes et les lymphocytes T. L’expression de l’apeline est 
étroitement liée à celle de son récepteur avec une colocalisation ligand-récepteur dans 
beaucoup de tissus, suggérant une possible voie de signalisation autocrine ou paracrine. De 
plus, l’apeline peut être exprimée au niveau de tissus ne possédant pas de récepteurs APJ tels 
que les adipocytes et a été détectée dans le plasma à des taux entre 3 à 4 ng/l comparables à 
celui d’une hormone circulante [136]. Au niveau du réseau vasculaire humain, le récepteur 
APJ et l’apeline sont détectables au niveau des cellules endothéliales et au niveau des cellules 
musculaires lisses de vaisseaux de gros calibre [137, 138]. Au niveau du cœur humain, APJ 
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est présent au niveau des cellules endothéliales endocardiaques et dans une moindre mesure, 
dans les cardiomyocytes. La présence d’apeline semble négligeable dans le myocarde normal 
mais devient détectable lors d’attaque cardiaque. 
 
b) Biochimie : mécanismes intracellulaires de signalisation 
 
La principale voie de la transduction du signal pour l’apeline après fixation avec le récepteur 
APJ dépend d’une protéine G inhibitrice (Gi) liée au récepteur [130]. 
Différentes voies de signalisation intracellulaire sont activées par le récepteur APJ, selon le 
tissu concerné : phosphorylation de Akt, activation de la p70 S6 kinase, impliquée dans la 
progression du cycle cellulaire, activation de la phospholipase C et des protéines kinases C 
par la voie Gq. 
 
c) Physiologie 
i Son rôle au cours du développement cardiovasculaire et de son homéostasie : 
L’apeline et son récepteur sont exprimés dans les tissus embryonnaires et adultes. Il en résulte 
un large spectre action commençant lors des stades précoces du développement 
cardiovasculaire jusqu’à la vie adulte. Leur contribution est de plus en plus mise en évidence 
au cours de processus physiopathologiques. 
 
Deux études ont montré le rôle de l’apeline et de son récepteur dans le développement 
cardiaque chez le poisson zèbre [139, 140] : dans cette espèce, le système apeline joue un rôle 
à un stade très précoce, dans la migration des futurs précurseurs myocardiques au cours de la 
gastrulation. L’inactivation du système à ce stade entraîne des anomalies du développement 
cardiaque. En revanche, on n’observe pas d’anomalies de l’angiogenèse primaire.  
Dans l’embryon de souris, le récepteur APJ de l’apeline est exprimé dans tous les territoires 
vasculaires et l’apeline est présente dans les vaisseaux en formation [141] notamment dans les 
vaisseaux rétiniens en post-natal, au front des branches de division des capillaires en 
formation (tip cells) [142]. Ses effets s’exercent de façon autocrine et paracrine et sont 
indépendants du VEGF. 
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ii Son rôle dans l’angiogenèse 
Le système apeline-récepteur APJ joue un rôle in vitro et in vivo dans l’angiogenèse. 
L’apeline est un agent angiogénique in vitro : elle a un effet mitogénique sur les cellules 
endothéliales (HUVEC) et un effet chimiotactique. Elle augmente la perméabilité des cellules 
endothéliales, induit la formation de tubes pseudocapillaires en matrigel et elle participe au 
remodelage vasculaire au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires.  
L’apeline accroît le bourgeonnement de capillaires à partir d’explants aortiques et provoque 
une néoangiogenèse dans le modèle de la membrane chorioallantoïdienne de poulet. Enfin, 
elle favorise l’angiogenèse dans la cornée avasculaire, la formation de capillaires chez 
l’animal lorsqu’elle est implantée en sous-cutané.  
Au cours de l’angiogenèse l’apeline accélèrerait le switch angiogénique, puis activerait la 
néoangiogenèse tumorale et donc, in vivo, la croissance tumorale. Par ailleurs, l’apeline 
accroîtrait la taille des vaisseaux tumoraux [143]. 
Le mécanisme d’action de l’apeline est complexe et pourrait impliquer l’angiopoïétine-1 et 
son récepteur Tie2. 
L’apeline pourrait contrôler l’assemblage des cellules endothéliales et leur jonction 
intercellulaire par l’intermédiaire de protéines d’adhésion intercellulaires telles que VE-
cadhérine et Claudin-5. Selon un travail récent [144], le système apeline serait impliqué dans 
la régulation du calibre vasculaire durant l’angiogenèse : le calibre des vaisseaux sanguins 
(notamment des vaisseaux dermiques et trachéaux) est réduit chez les souris dont le gène de 
l’apeline a été inactivé. 
 
iii Autres effets biologiques de l’apeline 
Effets cardiovasculaires de l’apeline 
Le rôle physiologique du système apeline a été étudié chez des souris adultes dont le récepteur 
de l’apeline ou le gène de l’apeline a été inactivé par knock-out. Ishida et al. [145] ont montré 
que l’inactivation du récepteur de l’apeline n’entraînait pas d’anomalie macroscopique des 
organes étudiés chez la souris adulte (vaisseaux, cœur, poumon, reins). La pression basale de 
ces animaux est normale mais les animaux APJ -/- ont une réponse pressive accrue à la 
perfusion d’angiotensine II, suggérant que l’apeline s’oppose à l’action vasopressive de 
l’angiotensine II.  
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L’effet hypotenseur de l’apeline a pour médiateur le monoxyde d’azote, NO. L’apeline se 
comporte comme un vasodilatateur artériel et veineux dont l’effet dépend de la production de 
NO par l’endothélium. L’apeline est exprimée au niveau de l’endothélium des artères 
coronaires, et l’apeline et son récepteur sont aussi présents dans les cellules musculaires lisses 
de ces artères. In vivo, l’apeline entraîne à la fois une réduction de la précharge ventriculaire 
gauche et de la postcharge via une dilatation artérielle et veineuse. L’apeline exerce une 
action inotrope positive puissante directe in vitro et in vivo. Elle augmente la contractilité 
myocardique, ainsi que le débit cardiaque et la réserve contractile sans qu’il y ait toutefois de 
développement d’une hypertrophie cardiaque. Cette action inotrope positive s’observe sur le 
cœur sain et lors de l’insuffisance cardiaque [146]. 
 
Effets centraux de l’apeline : axe hypothalamus-hypophysaire et homéostasie des fluides 
Au niveau central, l’apeline modulerait la prise d’eau. 
L’apeline est abondante dans l’hypophyse et l’hypothalamus et est co-exprimée avec 
l’arginine vasopressine (AVP) dans les corps cellulaires du noyau supraoptique. 
Il existe une interaction entre les systèmes apelinergiques et vasopressinergiques.  
Des premiers travaux ont montré que la déshydratation induit des variations inverses des taux 
d’apeline et d’AVP dans le plasma et l’hypothalamus chez le rat [147]. L’apeline inhiberait la 
production de vasopressine, elle serait sur-régulée par la déshydratation. 
 
Corrélation avec insuline, obésité et prise alimentaire 
L’apeline est exprimée dans l’estomac et stimule la secrétion de cholécystokinine in vitro 
dans une lignée de cellules murines entéro-endocrine. L’apeline est exprimée au niveau du 
tissu adipeux et dans le stroma vasculaire. [148]. Les variations des taux plasmatiques 
d’apeline sont parallèles à ceux de l’insulinémie : chez la souris, l’apeline du tissu adipeux 
s’abaisse au cours du jeûne et s’élève durant la reprise alimentaire, de façon similaire à 
l’insuline. L’apeline, à dose pharmacologique, régule le métabolisme lipidique et l’adiposité 
chez la souris normale et obèse, sans effet apparent sur la prise de nourriture. Elle abaisse le 
taux d’insuline et les triglycérides plasmatiques, stimule les protéines découplantes et 
augmente la dépense énergétique [149]. En accord avec ces données chez l’animal, une 
élévation des taux d’apeline chez les patients obèses avec hyperinsulinisme a été constatée 
chez l’homme [148].  
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En résumé, l’apeline est un peptide à effet pléïotropique, comme l’angiotensine II dont elle 
semble contrecarrer certains des effets.  
Ces résultats sur les capacités angiogéniques de l’apeline à promouvoir la formation de 
nouveaux vaisseaux et son action potentielle sur le diamètre de ces vaisseaux en font un 
candidat intéressant pour le traitement des maladies ischémiques sévères périphériques. 
 
 
II.4 PROCESSUS MOLECULAIRE ET CELLULAIRE DE LA 
REVASCULARISATION POST-ISCHEMIQUE 
 
Dans les premiers stades de la maladie, le muscle squelettique a un potentiel de réparation 
important et les conséquences de l’ischémie sont longtemps compensées. La nature précise 
des processus assurant la mise en place du réseau de suppléance reste discutée. Toutefois, les 
deux principaux mécanismes intervenant sont l’angiogenèse et l’artériogenèse.  
La croissance capillaire et la croissance collatérale s’effectuent à des temps distincts : des 
capillaires se forment 5 jours après la résection de l’artère fémorale, associés à la production 
accrue de lactates dans le plasma et à l’expression du VEGF dans le muscle adducteur. Le 
remodelage des collatérales se produit 10 jours après résection, sans les signes d’ischémie 
mentionnés ci-dessus [68, 69]. 
 
L’angiogenèse prend place, comme il a été décrit précédemment, dans les tissus ischémiques. 
Elle permet la formation de néovaisseaux à partir de vaisseaux préexistants et entraine la 
formation d’un réseau capillaire d’un calibre de 5 à 10 µm, abondant, permettant la 
distribution sanguine au niveau du membre ischémié. 
 
L’artériogenèse est un phénomène d’adaptation qui prend place dans les tissus non-ischémiés 
en réponse à l’apparition d’un « shear stress » et d’une inflammation et se développerait au 
niveau proximal des oblitérations artérielles dans un environnement est moins hypoxique, 
voire normoxique. En cas d’obstruction artérielle, il constitue le mécanisme d’adaptation le 
plus efficace en permettant une suppléance vasculaire de bonne qualité et rapide aux tissus 
périphériques. L’artériogenèse entraîne la formation de vaisseaux plus importants, de 50 µm 
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en moyenne, issus du remodelage du réseau de collatérales préexistantes, qui permettront de 
rétablir le flux sanguin dans le membre ischémié [150] (Figure 9). 
 
 
Figure 9 : Représentation schématique de l’artériogenèse, de l’angiogenèse et de la vasculogenèse au cours 
de l’ischémie du membre inférieur. 
 
 
Après occlusion d’une ou deux artères épicardiques chez le chien, les vaisseaux collatéraux 
augmentent de 20 fois leur diamètre interne et de 10 fois leur débit de perfusion permettant de 
rétablir de 30% le flux pré-ischémique. Ceci est la conséquence d’une importante activité 
mitotique des cellules vasculaires (jusqu’à un facteur 100 pour les cellules endothéliales et les 
cellules musculaires lisses) [151]. De plus, il est important de signaler l’abondance 
quantitative des facteurs de croissance qui contraste avec leur absence d’activité et leur 
inefficacité dans des conditions non pathologiques. Ceci permet de suggérer que la régulation 
se fait au niveau des récepteurs des facteurs de croissance et non pas au niveau de 
l’expression de leurs ligands. Ainsi, une ischémie tissulaire induite par une ligature de l’artère 
fémorale chez le lapin augmente l’expression de l’ARNm du récepteur du FGF pendant une 
période limitée de 12 heures après l’occlusion, rendant ainsi le tissu réceptif aux facteurs de 
croissance. La régulation de l’artériogenèse est donc probablement dépendante de la 
disponibilité des récepteurs et non pas de leurs ligands [151, 152]. 
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Enfin, la néovascularisation post-ischémique ne dépend pas uniquement des processus 
angiogénique et artériogénique mais implique également les progéniteurs circulants de 
cellules vasculaires provenant de la moelle osseuse. En effet, l’ischémie tissulaire provoque 
une augmentation systémique de facteurs de croissance pro-angiogéniques (VEGF-A, PlGF, 
SDF1, EPO) capables d’induire la mobilisation des précurseurs des cellules endothéliales (tels 
que les cellules exprimant CD34, flk-1 ou celles exprimant sca-1) de la moelle osseuse vers la 
circulation périphérique. Ces dernières migrent vers le tissu ischémique et participent au 
développement du réseau vasculaire de deux manières :  
- soit en se différenciant en cellules vasculaires s’incorporant dans le site de 
néovascularisation où la différenciation en cellules endothéliales se termine. 
-  soit en sécrétant localement des molécules pro-angiogéniques [153]. 
 
Toutefois, la pathologie évoluant, ces processus de compensation deviennent insuffisants et 
anormaux chez les patients atteints d’ischémie critique [66]. 
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III STIMULATION THERAPEUTIQUE DE LA 
CROISSANCE VASCULAIRE 
 
Pour restaurer un flux sanguin suffisant vers un membre ischémique, la formation de 
collatérales matures est plus importante que la croissance capillaire. Dans cet objectif, 
quelques axes larges (artères collatérales) sont hémodynamiquement beaucoup plus 
avantageux que beaucoup de petits capillaires à haute résistance. 
Par conséquent, la stimulation thérapeutique de la croissance vasculaire devrait 
principalement viser les collatérales de grand diamètre. Néanmoins, pour améliorer 
l’oxygénation des tissus ischémiques, la stimulation et le bourgeonnement de capillaires 
angiogéniques sont cruciaux pour un apport de sang et des échanges gazeux suffisants.  
Le but de l’angiogenèse thérapeutique est de dépasser les limitations de la réponse 
angiogénique naturelle en augmentant les concentrations locales de facteurs angiogéniques 
dans le membre inférieur par administration de facteurs recombinants ou de gènes codant pour 
un facteur angiogénique. Une autre stratégie consiste en l’administration de progéniteurs 
participant à la formation de néo-vaisseaux ou synthétisant un cocktail de facteurs croissance 
à proximité de nouveaux vaisseaux en formation. 
 
III.1 LA THERAPIE CELLULAIRE 
 
La thérapie cellulaire est un ensemble de nouvelles technologies s’appuyant sur le 
remplacement et la régénération des cellules d’un tissu malade par l’administration de cellules 
saines et fonctionnelles qui ont été sélectionnées, amplifiées et/ou modifiées ex vivo. La 
thérapie cellulaire est basée sur l’utilisation des cellules souches adultes. Ces dernières sont 
définies par deux critères nécessaires et suffisants : l’auto-renouvellement qui assure le 
maintien à long terme de cette sous population et la capacité à générer une descendance 
différenciée et fonctionnelle dans une voie déterminée. 
La mise en évidence, chez l’adulte, de différentes populations cellulaires susceptibles de 
participer au processus de néovascularisation a permis le développement de la thérapie 
cellulaire à visée pro-angiogénique dans l’ICMI. Dans le cadre de cette pathologie, la majorité 
des études précliniques et cliniques utilisent des cellules souches issues de la moelle osseuse. 
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La moelle osseuse contient non seulement des cellules souches hématopoïétiques CD34+, 
précurseurs des cellules sanguines et endothéliales, mais aussi les cellules souches 
mésenchymateuses CD34-, précurseurs des cellules stromales [154]. 
 
III.1.1 PROGENITEURS ENDOTHELIAUX OU ANGIOBLASTES 
 
La première description des progéniteurs endothéliaux (CPE) ou angioblastes revient à 
Asahara en 1997 [22] : des cellules CD34+ isolées à partir de sang périphérique humain 
apparaissaient capables de générer des cellules avec des caractéristiques endothéliales. Leur 
phénotype est caractérisé par la présence de trois marqueurs, CD133, CD34 et VEGFR-2 
[155], dont l’expression est liée au degré de maturation.  
Les angioblastes sont également isolés à partir du sang de cordon, où ils sont en quantité plus 
importante et dotés d’une plus grande capacité de prolifération [156]. 
L’administration des CPE ou des cellules médullaires, par voie IV ou directement dans le 
territoire ischémique, permet de stimuler le processus de néovascularisation dans différents 
modèles animaux. Ainsi, la transplantation de CPE à des souris nude présentant une ischémie 
du membre inférieur améliore la revascularisation. De même, l’injection de cellules CD34+ 
améliore de façon significative l’angiogenèse post-ischémique dans un modèle d’ischémie du 
membre inférieur [157] (Figure 10). 
Les thérapies cellulaires peuvent être basées sur l’administration des cellules mononuclées 
provenant de la moelle osseuse (CMO). La transplantation autologue de CMO augmente la 
néovascularisation dans le membre inférieur de différentes espèces [158]. 
Ainsi, la thérapie cellulaire augmenterait la néo-vascularisation en incorporant directement les 
cellules dérivées de la moelle osseuse dans la paroi vasculaire. 
Cependant, des données contradictoires sur cette trans-différentiation de CMO/CPE en de 
nouvelles cellules endothéliales existent. Des auteurs ont contesté cette théorie et ont 
démontré que les CMO étaient à peine incorporées ou pas, et que la croissance vasculaire était 
favorisée par un effet paracrine de ces cellules. Les populations de CMO contiennent un 
nombre très restreint de cellules souches, <0,01% des cellules totales. Puisque beaucoup de 
sous-populations de CMO constituent une source de facteurs de croissance, de cytokines, et 
de chémokines, une hypothèse complémentaire est que les cellules agissent plus avec un rôle 
de support [153, 154].  
Introduction : Stimulation thérapeutique de la croissance vasculaire 
 - 67 -
Les cellules-souches mésenchymateuses, mises en évidence au niveau de la moelle osseuse, 
peuvent être soumises à une expansion in vitro et subir, in vitro ou in vivo, une différenciation 
en différents types de cellules mésenchymateuses : ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes, 
cellules musculaires, cellules neurales ou cellules stromales médullaires [159]. Ces cellules 
pourraient également avoir un rôle dans les phénomènes de néo-vascularisation, soit par 
sécrétion de facteurs angiogéniques (en particulier de VEGF), soit par leur différenciation en 
cellules endothéliales [160]. 
 
Certaines cellules hématopoïétiques matures peuvent intervenir au niveau des différentes 
étapes de l’angiogenèse, de la vasculogenèse ou de l’artériogenèse, ne serait-ce que par 
libération ou expression d’un ou de plusieurs des facteurs de régulation impliqués.  
C’est le cas particulièrement des monocytes qui semblent pouvoir intervenir, non seulement 
de façon indirecte, mais également de façon directe. Plusieurs études mettent en évidence la 
capacité de monocytes-macrophages (CD14+), à générer in vitro, dans des conditions de 
stimulation angiogénique, des cellules de phénotype endothélial. Le caractère fonctionnel de 
ces cellules reste cependant discuté. Les monocytes sanguins pourraient se comporter comme 
des cellules-souches pluripotentes et se différencier en macrophages, en lymphocytes T ou en 
cellules épithéliales [160].  
 
Figure 10 : Les mécanismes impliqués dans le recrutement des cellules progénitrices sur le site 
ischémique. L’ischémie tissulaire permet la sécrétion de facteurs chimio-attractants nécessaires au recrutement 
des cellules progénitrices. Après leur recrutement, les cellules progénitrices pourront exercer leur action pro-
angiogénique en s’incorporant dans les néovaisseaux ou en sécrétant des facteurs capables de stimuler 
l’angiogenèse et/ou le remodelage vasculaire. Dans le cas d’une thérapie cellulaire utilisant les cellules souches 
de la moelle, les cellules sont sélectionnées puis administrées chez le patient [154]. 
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III.1.2 THERAPIE CELLULAIRE A VISEE ANGIOGENIQUE DE L’ISCHEMIE DES 
MEMBRES INFERIEURS 
 
La mise en évidence, chez l’adulte, de différentes populations cellulaires susceptibles de 
participer aux processus de néovascularisation a conduit à la conception de la thérapie 
cellulaire à visée angiogénique, principalement dans deux situations caractérisées par un 
défaut de vascularisation artérielle : l’ischémie des membres inférieurs et l’ischémie 
myocardique. 
 
Afin d’étudier l’effet angiogénique de différentes populations cellulaires, diverses études ont 
été réalisées chez l’animal (rat ou souris) après induction d’une ischémie d’un membre (par 
ligature de l’artère fémorale). Les populations cellulaires étudiées sont variées : cellules 
médullaires après simple désérythrocytation ou après isolement des cellules mononuclées, 
cellules-souches mésenchymateuses, cellules mononuclées sanguines humaines, cellules 
CD34+ sélectionnées à partir du sang de cordon humain ou de sang périphérique, progéniteurs 
endothéliaux circulants humains. Le nombre et le mode d’implantation des cellules varient 
également selon les études (105 à 3 × 107), le plus souvent par voie intramusculaire au niveau 
du membre ischémié [154, 160]. 
Dans tous les cas, quels que soient ces paramètres, une augmentation de la néovascularisation 
locale est observée accompagnée d’un effet fonctionnel avec augmentation du flux vasculaire. 
Beaucoup d’études montrent l’incorporation des cellules préalablement marquées dans les 
foyers de néo-vascularisation, avec expression de marqueurs endothéliaux. Dans d’autres 
études, les cellules mononucléées administrées restent localisées au niveau péri-artériolaire, et 
leur effet est aboli par l’administration d’anticorps anti-VEGF, suggérant que cet effet est lié à 
la sécrétion locale de facteurs de croissance vasculaire [161]. 
A partir de ces résultats précliniques très prometteurs, des essais cliniques de thérapie 
cellulaire ont été menés. Tateishi-Yuyama et coll. ont publié un travail pilote de phase I/II en 
2002 montrant les résultats positifs de la transplantation de la fraction mononucléaire CMO 
autologues chez les patients en ischémie de membre [162].  
D’autres études similaires, portant sur de plus faibles effectifs confirment la faisabilité de la 
thérapie cellulaire au moyen de la fraction mononucléaire des cellules de la moelle. D’autres 
ont administré plus spécifiquement des CPE. Le profil de sûreté avait rassuré jusqu’ici, mais 
les résultats à long terme ont récemment été remis en cause. Une étude récente souligne 
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l’apparition d’effets secondaires (mortalité, développement de shunt artério-veineux, 
cicatrisation incomplète des ulcères) un an après l’administration de fraction mononucléaire 
de CMO, chez des patients atteints de la maladie de Buerger (AOMI liée au tabac) [154, 160, 
162]. 
Ainsi, la thérapie cellulaire semble une stratégie encourageante pour les patients présentant 
une maladie périphérique grave mais elle doit être évaluée sur des cohortes de patients plus 
importantes afin d’évaluer sa faisabilité et son efficacité, l’effet placebo étant très fréquent 
dans ce type de pathologie chronique. En outre, des problèmes de sécurité à long terme 
doivent être également évalués. 
 
III.2 STIMULATION DE LA CROISSANCE VASCULAIRE PAR DES 
FACTEURS DE CROISSANCE 
III.2.1 GENERALITES 
III.2.1.1 Différents mécanismes d’action des facteurs de croissance angiogéniques et 
artériogéniques 
 
Les processus d’angiogenèse et d’artériogenèse sont essentiellement contrôlés par les facteurs 
de croissance qui sont actifs sur l’endothélium et dont la production et l’expression des 
récepteurs sont stimulées par de nombreux stimuli comme vu précédemment. Les principaux 
représentants en sont le VEGF, FGF2 et FGF1. D’autres molécules (Ang-1, activateurs du 
plasminogène, MMP, NO synthase) vont aussi intervenir en favorisant l’une ou l’autre des 
différentes étapes de la formation vasculaire. L’effet angiogénique de tous ces facteur à été 
étudié sur des modèles d’AOMI. 
Actuellement, la protéine chimioattractive des macrophages de type 1 (MCP-1) et le 
granulocyte-macrophage colonystimulating factor (GM-CSF) sont également étudiés dans 
cette indication [49, 163]. 
Toutes ces molécules sont a priori des gènes d’intérêt pour une thérapie génique 
angiogénique. La surexpression de gènes favorisant la réponse angiogénique ou le blocage 
(oligonucléotides antisens) de l’expression d’inhibiteurs naturels de la réponse angiogénique 
devrait permettre d’aboutir à une stimulation de la réponse angiogénique. 
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III.2.1.2 Rôle des constituants cellulaires : Cellules vasculaires, cellules inflammatoires, 
et cellules souches 
Les cellules endothéliales sont les vecteurs de l’angiogenèse. Elles sont stimulées par les 
facteurs de croissance vasculaires, tels que VEGF. Les cellules endothéliales humaines 
cultivées sont capables de former des tubes capillaire-like dans des matrices 
tridimensionnelles en présence de VEGF. De même, la surexpression de VEGF dans les tissus 
a pour conséquence initiale la croissance rapide de tubes endothéliaux immatures [29]. 
Cependant, ces nouveaux micro-vaisseaux manquent d’une couche pariétale stabilisante de 
cellules autour de leur endothélium, qui doit être stabilisée par des péricytes. La formation 
d’une telle néo-vascularisation immature et lâche in vivo peut être une limite importante de 
l’angiogenèse thérapeutique en utilisant un seul facteur de croissance sélectif de la cellule 
endothéliale, comme proposé pour la thérapie génique avec VEGF [164].  
Ceci suggère la contribution importante de facteurs de croissance additionnels, tels que le 
FGF-2, qui agit sur la prolifération des CE et des CML. En outre, le rôle d’une série de types 
de cellules inflammatoires a été démontré dans l’angiogenèse, par exemple dans le 
développement du cancer. Par exemple, les monocytes, les cellules T, les cellules tueuses 
naturelles, les neutrophiles, les mastocytes, et les cellules dendritiques produisent des facteurs 
angiogéniques [30]. 
 
III.2.1.3 Promotion efficace de la néo-vascularisation dans des modèles animaux  
Il existe actuellement une littérature très abondante concernant l’effet de l’administration 
exogène de facteurs de croissance endothéliaux, essentiellement le FGF et le VEGF, dans 
diverses situations d’ischémie expérimentale [99, 165, 166].  
Le modèle d’étude le plus utilisé de l’ICMI est celui de l’ischémie de la patte chez la souris, le 
lapin ou le chien. Ces animaux possèdent une vascularisation assez proche de l’homme [167]. 
Toutefois, la différence entre les lignées murines peut avoir un fort impact sur le remodelage 
des collatérales après ischémie de la patte : une ligature simple de l’artère fémorale provoque 
une ischémie profonde de la patte de la souris BALB/c avec un faible reperfusion post-
ischémique accompagnée de graves séquelles alors que le reperfusion est beaucoup plus 
rapide et des lésions moins lourdes chez la souris C57BL/6 possédant un réseau de 
collatérales préexistantes plus important que la BALB/c [168]. 
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Afin de se rapprocher de l’environnement physiopathologique humain, des animaux 
génétiquement modifiés ou non exprimant divers phénotypes ont été utilisés : des modèles 
hypercholestérolémiques (souris ApoE -/-) [169, 170], diabétiques (souris ob/ob, db/db ou 
traitées à la streptozotocine) [171, 172] ou/et ayant atteints un âge avancé [173]. Ces 
caractéristiques ont montré des effets délétères sur les mécanismes de compensation de 
revascularisation post-ischémique (pour revue [167]). 
De même, il existe une grande variété de modalités chirurgicales. Le modèle le plus simple et 
le plus employé consistant en la ligature seule de l’artère fémorale au niveau inguinal pouvant 
être associée à une exérèse complète de l’artère fémorale afin de rendre l’ischémie 
consécutive plus profonde chez des animaux dont les phénomènes de compensation vasculaire 
sont très efficaces [167, 174]. Dans d’autres modèles, l’excision de l’artère artère fémorale est 
accompagnée de celle de la veine fémorale et même parfois du nerf associé créant ainsi une 
ischémie très profonde menant souvent à des auto-amputations. Toutefois ce modèle semble 
mois pertinent cliniquement que le premier car les patients atteints d’ICMI souffrent 
d’obstructions artérielles plutôt que de complications veineuses [175].  
 
Ainsi, de nombreux facteurs de croissance différents (VEGF, FGF, HGF, PDGF, Cyr61…) 
ont montré leur efficacité sur ces différents modèles et permettent d’augmenter le nombre des 
vaisseaux collatéraux de suppléance ainsi que la densité capillaire dans le tissu ischémique, ce 
qui s’accompagne d’une augmentation des flux artériels et tissulaires et d’une préservation de 
l’intégrité et de la masse tissulaire dans la zone à risque [126, 169, 176, 177]. 
Par ailleurs, l’effet bénéfique des facteurs de croissance, initialement retrouvé chez des 
animaux sans dyslipidémie, a récemment été confirmé dans un modèle d’ischémie associant à 
la fois hypercholestérolémie et athérosclérose [169, 170] 
De plus, des résultats concordants ont été retrouvés dans plusieurs espèces animales (rat, 
lapin, chien, porc) et dans différents lits vasculaires (ischémie de membre, ischémie 
myocardique) [126, 178, 179]. 
Différents modes d’administrations ont été évalué, les facteurs de croissance ont démontré 
leur efficacité introduits aux animaux sous forme de protéines recombinantes par différentes 
voies d’injections locale ou intraveineuse, unique ou répétée [177, 180] mais également par 
thérapie génique par une grande variété de vecteurs : plasmides nus électrotransférés ou 
complexés à des liposomes, adenovecteurs ou adéno-associé vecteurs [91, 92, 176, 179, 
181]… 
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III.2.2 TESTS CLINIQUES 
 
La néo-vascularisation peut être stimulée en employant des protéines de facteurs de 
croissance (administration de protéines recombinantes) ou par l’introduction des gènes codant 
ces protéines (transfert du gène ou thérapie génique).  
 
III.2.2.1 Administration de protéines recombinantes 
 
L’avantage de l’administration de la protéine recombinante est sa relative simplicité. Le 
problème principal est la difficulté d’obtenir un gradient de concentration entre la zone à 
traiter et le reste de l’organisme. 
 
L’administration de protéine recombinante est efficace par voie intramusculaire, par voie intra 
artérielle au site d’obstruction ou par voie systémique [182, 183]. Toutefois, de par leur faible 
demi-vie tissulaire, différentes séquences d’administration aussi variées que le simple bolus, 
les injections répétées ou l’administration continue par mini pompe ont dû prouver leur 
efficacité. Les administrations de bolus ont pour avantage d’accroître la capacité de ces 
facteurs de croissance à produire de la matrice extracellulaire, ce qui peut prolonger leur 
temps de résidence intra-tissulaire à quelques jours. Il existe également des préparations de 
facteurs à libération prolongée [180]. Toutefois, les protéines exigeant en général une 
administration systémique provoquent potentiellement des effets secondaires plus fréquents 
qu’avec une administration locale [184].  
 
Les implications thérapeutiques des facteurs de croissance angiogénique ont été mises en 
évidence par l’équipe de Jeffrey Isner sur la régénération cardio-vasculaire.  
Les effets bénéfiques de ces facteurs de croissance dans des modèles animaux d’ischémie ont 
mené à la réalisation d’études cliniques. Il a été relativement facile d’obtenir l’autorisation de 
conduire des essais cliniques consistant en l’administration des facteurs angiogéniques, même 
par thérapie génique, puisque les patients présentant une maladie ischémique avancée n’ont 
aucune autre option thérapeutique.  
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Les premiers résultats de petits essais de phase I/II administrant des facteurs de croissance 
angiogénique, principalement VEGF-A en 1998 [90] mais aussi le facteur de croissance 
hépatocytaire [185], ont donné des résultats prometteurs. Des résultats positifs semblables ont 
été obtenus au cours d’essais en phase précoce menés chez des patients présentant une 
maladie artérielle coronaire en utilisant VEGF-A, [186, 187] VEGF-C [188], ou FGF [189]. 
Cependant, les essais contrôles plus larges et randomisés contre placebo publiées [190, 191], 
ont donnés des résultats négatifs et ont tempéré l’enthousiasme pour cette nouvelle approche 
thérapeutique. Toutefois, une étude utilisant la protéine recombinante FGF-2 [192], l’étude 
Traffic, a montré un bénéfice thérapeutique. 
 
Administration de la protéine recombinante du FGF2 : l’étude Traffic  
En 2002, Lederman et al. ont rapporté les résultats de l’administration d’un simple ou d’un 
double bolus de rh-FGF2 (30 µg/kg) chez 190 patients atteints d’une claudication artérielle 
des membres inférieurs. Il s’agissait d’une étude randomisée contre placebo dans laquelle 
l’administration du traitement était associée à une amélioration significative de l’index de 
pression résiduelle et du périmètre de marche [192]. 
 
Cette étude a démontré l’intérêt de la stratégie pro-angiogénique dans l’ischémie du membre 
inférieur et l’intérêt d’une administration en continue des facteurs de croissance. 
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III.2.2.2 La thérapie génique 
Née au milieu des années 80, la thérapie génique repose sur l'introduction de matériel 
génétique (ADN ou ARN) dans les cellules d'un patient, afin qu'il produise ainsi un effet 
thérapeutique. 
Depuis le premier essai clinique en 1989, plus de 1500 essais ont été réalisés, sont en cours, 
ou ont été approuvés.  
A l'origine la thérapie génique s'adressait plutôt au traitement des maladies monogéniques 
héréditaires au cours desquelles le dysfonctionnement d'un gène unique est en cause 
(mucoviscidose, hémophilie,...), la stratégie thérapeutique consistant à apporter dans la cellule 
la version fonctionnelle du gène défectueux pour pallier sa fonction déficiente.  
Cependant le concept de la thérapie génique s'est rapidement étendu aux maladies 
polygéniques (cancers, maladies neurodégénératives, maladies infectieuses, maladies auto-
immunes). Ainsi 64.5% des essais actuels visent le traitement des cancers, contre environ 
8.1% les maladies monogéniques, les autres domaines d'application principaux étant les 
maladies vasculaires 8.9% et infectieuses 7.9% (Figure 11). 
 
 
Figure 11 : Indications pour lesquelles sont menées des essais cliniques de thérapie génique. Le pourcentage 
indiqué correspond au nombre de protocoles d’essais cliniques menés avec les différents vecteurs. D’après le 
site web de Wiley Genetic Medecine : http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/ (Source 2009) 
 
La thérapie génique est un outil thérapeutique très prometteur dans les maladies cardio-
vasculaires qui peuvent surmonter l’instabilité inhérente des protéines angiogéniques en 
facilitant la production locale soutenue de ces facteurs angiogéniques (Figure 12). Cette 
approche a été initialement développée par l’équipe de Jeffrey Isner en 1996, et reprise depuis 
par plusieurs équipes. 
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Figure 12 : Avantages de la thérapie génique par rapport aux injections répétées de la protéine 
recombinante (protéothérapie). 
 
Plusieurs méthodes de transfert de gène dans les cellules endothéliales ont été évaluées mais 
le succès de cette technique dépend de l’efficacité avec laquelle le gène est introduit et 
exprimé dans la population cellulaire cible. 
 
a) Les vecteurs 
 
i Utilisation de vecteurs viraux 
 
Pour revues [193-195]  
L’utilisation de vecteurs viraux sur-exprimant des gènes angiogéniques, tels que, des vecteurs 
adénoviraux, des vecteurs issus de virus adéno-associés, ou de rétrovirus, a l’avantage de 
l’efficacité élevée de la transfection des tissus cible.  
Dans le domaine cardiovasculaire, les vecteurs les plus communément utilisés sont les 
adénovirus.  
Les adénovirus sont des virus à ADN double brin non intégratifs. Ce sont des vecteurs très 
populaires de par leur titre important et leur tropisme pour une grande variété de tissus. Les 
adénovirus de première génération entraînent une expression génique très soutenue (jusqu’à 
100 fois supérieure à celle de l’ADN plasmidique) et permettent la production de quantité 
importantes de facteurs et donc engendrent des effets biologiques peu de jours après la 
transduction mais cette production diminue fortement au bout de deux semaines. En effet, en 
l’absence d’intégration chromosomique, l’information génétique est perdue au cours des 
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divisions cellulaires. D’autre part les administrations répétées d’adénovirus de même sérotype 
n’est pas efficace chez les mammifères à cause de la production d’anticorps neutralisants. Ils 
sont de plus considérés comme étant très immunogéniques et peuvent induire une réaction 
inflammatoire du myocarde et du tissu squelettique.  
Les adénovecteurs de seconde et particulièrement de troisième génération « gutless » 
semblent être moins immunogènes mais ils sont plus difficiles à produire et l’expression du 
transgène semble s’affaiblir plus vite que les adénovecteurs de première génération. Leur 
potentiel en thérapie génique reste inconnu chez l’homme. 
Les vecteurs AAV (Adéno associated virus) sont des parvovirus non pathogènes et 
nécessitent la présence d’un adénovirus helper pour se répliquer. Ils possèdent des 
caractéristiques intéressantes pour leur utilisation en thérapie génique. Ils possèdent un petit 
génome (< 5kb) constitué d’un ADN simple brin. Ils ont un tropisme naturel pour les CML, 
les cardiomyocytes et le muscle squelettique, ils transduisent les cellules quiescentes, et 
permet une expression génique sur plusieurs mois voire plusieurs années, notamment lors de 
la modification génétique de tissu à faible régénération comme le muscle. Les réactions 
inflammatoires qu’ils sont susceptible de provoquer sont de faible intensité et le virus sauvage 
ne cause pas de maladie chez l’homme. Par ailleurs, ce vecteur ne semble pas présenter des 
propriétés intégratives, caractéristique importante pour le profil sanitaire. Les AAV sont 
divisés en différents sérotypes s’exprimant spécifiquement dans certains tissus, par exemple, 
l’AAV de sérotype 2 s’exprime préférentiellement dans le muscle squelettique.  
Les vecteurs rétroviraux et les lentivecteurs, virus à ARN, ont également été dans les 
premiers testés en transfert de gènes in vivo mais leur caractère intégratif en a diminué leur 
intérêt de par le risque de mutagenèse insertionnelle. Toutefois, en présence d’une cassette 
d’expression adéquate, les vecteurs intégratifs permettent le maintien de l’expression de la 
protéine transgénique au cours des divisions successives de la cellule transduite. Cette 
intégration peut être intéressante dans le traitement de certaines pathologies chroniques. Le 
pouvoir infectieux des lentivecteurs est indépendant du cycle cellulaire, contrairement aux 
rétrovirus classiques. Cette propriété leur confère la propriété d’infecter des cellules 
quiescentes [196]. 
Les lentivecteurs ont été évalué dans le traitement de l’hypercholestérolémie familiale. Ils 
permettent la transduction des CML mais leur efficacité est faible et doit être amélioré pour 
envisager leur utilisation. 
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ii Utilisation de vecteurs non viraux 
 
Les vecteurs non viraux (plasmides) sont beaucoup plus sûrs et meilleur marché. Ils peuvent 
être produits facilement en grande quantité, et ont une capacité plus élevée pour véhiculer du 
matériel génétique. Les plasmides sont plus près de l’utilisation clinique que les vecteurs 
viraux en raison de moindres problèmes de sécurité.  
L’utilisation d’ADN nu est en principe limitée par la faible efficacité de transfection et donc 
par un faible niveau d’expression du transgène. Ces caractéristiques sont cependant à nuancer 
en fonction du type de cellules transfectées et de la nature du transgène. 
Administré par voie intraveineuse, l’ADN plasmidique subit une dégradation très rapide et a 
une demi-vie plasmatique très courte. Par contre, une expression locale du transgène peut être 
induite après administration d’ADN plasmidique directement dans les tissus musculaires 
squelettiques ou cardiaques donne de meilleurs résultats en termes de rendement 
d’expression. Malgré un faible taux de transfection, l’expression du transgène dans le muscle 
peut durer plusieurs mois sans réplication ni intégration apparente du plasmide injecté. 
Toutefois, les plasmides peuvent être administrés à plusieurs reprises avec beaucoup moins de 
risques immunogènes d’une part [197], et d’autre part leur efficacité de transfection peut être 
améliorée. Dans ce but, des complexes liposomiques cationiques [198] ou des polymères 
intelligents [199] ont été développé comme vecteurs permettant une captation cellulaire 
efficace et une sortie endosomique.  
D’autres méthodes permettent d’augmenter le transfert de gènes non viraux : la destruction 
microparticulaire échoguidée [200] ou l’électroporation.  
L’électroporation est une méthode physique de délivrance des gènes, des médicaments, ou 
d’autres molécules au niveau de différents types tissulaires (par exemple, le muscle 
squelettique, le foie, le poumon, et les vaisseaux) [201, 202]. Cette technique consiste à 
appliquer un champ électrique au niveau du tissu cible après l'injection d'ADN. Cette 
technique a été préalablement développée pour améliorer l’entrée dans la cellule de molécules 
ou principes actifs peu perméables. 
L'électrotransfert est un processus comprenant plusieurs étapes. Dans un premier temps 
l'ADN plasmidique est incubé avec les cellules, puis le champ électrique est appliqué. Sous 
l’effet d’impulsions électriques, les membranes cellulaires sont déstabilisées pendant de 
courtes périodes, les cellules sont électroperméabilisées et l'ADN plasmidique peut alors 
entrer dans la cellule.  
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En plus de sa propriété électroperméabilisante, l’électrotransfert possède une composante 
électrophorétique. Ce phénomène a d’abord été mis en évidence in vitro par une expérience 
sur des monocouches de cellules soumises à l'application d'un champ électrique induisant une 
électrophorèse. Ce phénomène d'électrophorèse permet le déplacement de l’ADN vers la 
cellule et il pourrait aussi favoriser l’insertion de l'ADN dans la membrane cellulaire 
préalablement déstabilisée par le champ électrique et/ou favoriser le mouvement de l'ADN 
dans la cellule électroperméabilisée [203].  
Une fois dans le cytoplasme le plasmide va migrer jusqu'au noyau et le transgène pourra alors 
être exprimé quelques heures après l'entrée du plasmide dans la cellule. 
En comparaison avec l'injection de plasmides ADN nu, la technique d’électrotransfert de 
gènes dans le muscle strié squelettique permet une augmentation de l'efficacité de transfection 
d'un facteur 10 à 1000 [204, 205]; et réduit la variabilité interindividuelle de l'efficacité de 
transfection [204, 206].  
Récemment, il a été prouvé que le transfert intramusculaire de gènes par électroporation 
d’ADN de plasmide a une efficacité de transfection et une durée d’expression transgénique 
semblables ou même plus élevées comparée à des vecteurs adénoviraux . Bien qu’une 
efficacité élevée de transfection soit le but une expression trop élevée des facteurs 
angiogéniques peut avoir des effets délétères, comme montré pour le vecteur viral 
recombinant de Sendai sur-exprimant fortement VEGF, avec pour résultat la perte accélérée 
de membre après administration chez la souris [164].  
Ainsi, l’électroporation apparaît comme ayant un fort potentiel pour délivrer des gènes 
contenus dans ces vecteurs plus sûrs en raison d’une expression de gène élevée et prolongée. 
 
 
b) Mode d’administration des vecteurs 
 
L’avantage théorique de la thérapie génique est sa relative spécificité de site. Le facteur de 
croissance étant synthétisé sur place, le gradient de concentration entre la zone à traiter et le 
reste de l’organisme est relativement élevé. Le gène va produire régulièrement pendant 
plusieurs semaines in situ la protéine qui va pouvoir agir au site même de sa production [193]. 
Dans ce domaine, les premières expérimentations ont consisté à réaliser le transfert génique, 
grâce à un système de ballonnet monté sur cathéter, directement au niveau de la paroi 
artérielle de l’artère à partir de laquelle on souhaitait voir se développer les nouveaux 
vaisseaux [207]. Cette technique, si elle a le mérite d’être faisable y compris au niveau d’un 
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site profond tel que le cœur, peut poser des problèmes lorsque le site à revasculariser est 
étendu, comme cela est le cas par exemple au niveau des membres inférieurs. C’est pourquoi, 
dans cette dernière indication, une approche beaucoup plus simple, dans laquelle le transfert 
de gène est réalisé directement au niveau intramusculaire par injections multiples a été 
proposée avec succès [208]. Les injections doivent être réalisées avec précision dans les 
muscles cibles car de mauvaises injections entre les muscles peuvent causer une angiogenèse 
dans l’aponévrose du muscle mais pas dans le muscle lui-même. La plupart des effets des 
facteurs angiogéniques restent locaux. Cette technique est limitée à un site facilement 
accessible comme un membre. Dans le cadre de l’ischémie de membre, l’administration 
intramusculaire d’un gène de facteur de croissance sous forme de plasmide et sans vecteur 
viral constitue une option séduisante [208]. C’est cette option qui a été choisie dans les 
travaux rapportés par l’équipe de J.M. Isner utilisant le gène codant pour le VEGF [90] et 
dans l’étude en cours mené avec le gène codant pour le FGF. 
Les injections intramyocardiques sont plus délicates à pratiquer que les injections 
intramusculaires, elle nécessite une thoracotomie trop risquée. Toutefois, les injections 
intramyocardiques par cathétérisme percutané et guidées grâce à un système de carte 3D ont 
pu être réalisées en toute sécurité [193].  
 
c) Essais cliniques 
 
Des études cliniques évaluant des vecteurs de thérapie génique exprimant des facteurs de 
croissance vasculaire sur les patients atteints d’ischémie des membres inférieurs ont été 
menées. 
Pour revues, voir [193, 209-211]. 
 
Transfert du gène codant pour le VEGF 
La première étude clinique réalisée par l’équipe de J.M. Isner a porté sur l’utilisation du 
VEGF dans l’ischémie chronique du membre inférieur [90, 186]. Les objectifs de cette étude 
clinique de phase 1 étaient de documenter la faisabilité et la sécurité d’un transfert de gène 
administré par voie intramusculaire en utilisant un ADN plasmidique nu codant pour le 
VEGF165 et d’analyser les bénéfices thérapeutiques potentiels chez les patients ayant une 
ischémie critique des membres inférieurs. L’ADN plasmidique (4 mg) a été injecté 
directement dans le muscle des membres inférieurs chez 9 patients et a permis d’obtenir une 
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expression locale de la protéine ainsi qu’une augmentation des concentrations circulantes de 
VEGF, observée jusqu’à 15 jours après l’administration. L’efficacité anatomique et 
fonctionnelle a été démontrée par une augmentation des taux sériques du VEGF, une 
amélioration des mesures hémodynamiques et des critères angiographiques, une réduction des 
douleurs de repos, une cicatrisation des ulcères ischémiques, le « sauvetage » d’un membre 
inférieur en pré-amputation et même une preuve histologique de prolifération des cellules 
endothéliales dans des biopsies tissulaires. Aucun effet indésirable n’a été rapporté. 
 
Plus récemment, l’injection intramusculaire d’un adénovirus codant pour le VEGF121 
(d’AdGV VEGF121) a été évaluée chez 5 patients [212]. Ce travail a permis de mettre en 
évidence une amélioration de la fonction endothéliale et du périmètre de marche. 
 
Administration du gène codant pour le FGF1 
Une des premières études a avoir prouvé un effet favorable par l’utilisation d’un vecteur de 
thérapie génique est l’essai TALISMAN évaluant un plasmide codant pour le FGF1 
(NV1FGF). Ce plasmide possède un squelette dont la sécurité a été optimisée, il ne contient 
pas de gènes de résistance aux antibiotiques, de motifs potentiellement immunostimulateurs 
trouvés dans les plasmides E.Coli. Par ailleurs, l’expression de FGF1 persiste plusieurs 
semaines. En phase pré-clinique, ce vecteur a prouvé son efficacité sur un modèle de hamster 
hypercholestérolémique et un modèle de lapin où il a stimulé la formation de capillaires et de 
vaisseaux collatéraux et a amélioré la perfusion tissulaire [213-215]. 
Une étude de phase I a été réalisée avec le plasmide codant pour le FGF1 (NV1FGF), 
administré par voie intramusculaire. Dans cette étude réalisée chez 51 patients, l’effet le plus 
spectaculaire a été observé chez les patients porteurs d’une ischémie critique avec des ulcères 
des membres inférieurs. Par ailleurs, le vecteur est bien exprimé au niveau du site d’injection 
et il n’est pas détecté dans les muscles distants du point d’injection. Ce vecteur induit donc 
une expression locale de FGF1 [216].  
Ces résultats ont conduit à la réalisation de l’étude TALISMAN, essai clinique de phase II 
[217]. Cette étude conduite sur 125 patients en double-aveugle, randomisée contre placebo 
teste les effets de l’administration intramusculaire répétée (4 fois à 15 jours d’intervalle) de 4 
mg de NV1FGF chez des patients porteurs d’une ischémie critique avec troubles trophiques 
dont la revascularisation n’est pas réalisable.  
Le critère de jugement principal est la cicatrisation des ulcères à semaine 25. 
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Les objectifs secondaires consistaient en l’évaluation du nombre d’amputation, la mortalité, la 
mesure de paramètres hémodynamiques et l’évaluation de la douleur et des effets indésirables. 
Les résultats de cette étude ont montré une diminution du nombre global d’amputations et 
particulièrement les amputations sévères souvent associées à une forte mortalité des patients. 
L’objectif principal, à savoir l’amélioration de la guérison des ulcères n’a pas été atteint, due 
probablement à une trop forte hétérogénéité des lésions ulcéreuses. Par ailleurs, ce traitement 
est bien toléré et il n’a pas été observé plus d’effets indésirables dans le groupe traité que dans 
le groupe témoin. 
Suite à cette étude, un essai de phase III, TAMARIS, a débuté. Il s’agit d’une étude 
randomisée, en double aveugle, contrôlée contre placebo, multicentrique dans laquelle il est 
prévu d’inclure 490 patients. Le traitement est le même que celui de l’étude de phase II à 
savoir l’administration intramusculaire répétée (4 fois à 15 jours d’intervalle) de 4 mg de 
NV1FGF et dont l’objectif principal est la diminution du nombre d’amputation et notamment 
le nombre d’amputation sévère au dessus de la cheville ainsi que le taux de mortalité qui est 
souvent associée. 
Suite à l’étude TALISMAN, une étude de phase I de pharmacocinétique a été menée dans le 
but d’étudier la distribution du plasmide et son expression génique après injection 
intramusculaire chez les patients. Après réalisation de biopsies et de prélèvement de sera, il a 
été montré que les taux circulant de séquences NV1FGF diminue dans les jours suivant 
l’injection. L’expression de FGF1 est limité au niveau des sites d’injection ce qui soutient le 
concept de multi-injections sur différents sites pour une utilisation en thérapeutique [218]. 
 
 
III.2.3 LIMITES DE L’ANGIO-/ ARTERIOGENESE THERAPEUTIQUE 
 
Un très grand nombre d’essais cliniques ont été reportés dans la littérature allant du cas 
clinique non contrôlé aux larges essais cliniques contrôlés et randomisés, utilisant de 
nombreuses modalités de traitement (protéine recombinante, thérapie génique ou implantation 
cellulaire) chez les patients atteints d’AOMI (stade II et III de Fontaine). Ces études ont 
utilisé de nombreuses variétés de traitement, des critères de selection de patients et des 
objectifs primaires divers, de même que différents designs d’études et de durées de traitement. 
Ainsi, des comparaisons sont difficiles à faire et l’efficacité des traitements difficilement 
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évaluables. L’établissement du profil de sécurité de ce type de traitement a été la priorité dans 
de nombreuses études [209]. 
 
III.2.3.1 Essais cliniques : risques théoriques et informations sur la tolérance et sécurité  
 
Pour revues [209, 210] 
La stimulation pharmacologique de l’angiogenèse chez les humains suscite de nombreuses 
questions théoriques et particulièrement concernant des effets indésirables dans les tissus non-
cibles : néovascularisation non contrôlée, croissance tumorale, hémorragies causées par des 
néo-vaisseaux fragiles et des effets indésirables sur les plaques athérosclérotiques. De plus, 
les techniques de transfert de gène apportent des incertitudes complémentaires. 
 
a) Effets indésirables propres aux facteurs 
 
i Aggravation de l’athérosclérose 
Certaines expérimentations cliniques ou pré-cliniques ont rapporté quelques effets nuisibles 
sur la maladie athérosclérotique de l’angiogenèse thérapeutique. En effet, une aggravation de 
la resténose a été observée chez les patients ayant un infarctus [219] ou des micro-infarctus 
myocardiques après administration de cellules souches de sang périphérique [220]. 
Ainsi des facteurs de croissance vasculaire pro-artériogènes, tels que MCP-1, pourraient 
également contribuer à la progression de la plaque et à la formation d’une néointima et donc 
accélérer l’athérosclérose (phénomène de Janus) [221, 222]. 
Les facteurs de croissance angiogéniques pourraient stimuler la néovascularisation à 
l’intérieur de l’intima du mur artériel sur le site de la maladie athéromateuse, causant 
potentiellement une déstabilisation et une rupture de la plaque causée par une 
néovascularisation de l’intima. Les résultats limités des essais cliniques semblent réfuter cette 
éventualité et même, au contraire, laissent suggérer que les facteurs angiogéniques inhibent 
l’épaississement de la néointima [223].  
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Des facteurs artériogéniques optimaux, qui ne sont pas athérogènes, peuvent être identifiés 
par des études d’expression différentielle comparant les modèles d’artériogenèse et 
d’athérosclérose.  
 
ii Angiogenèse proliférante 
La stimulation angiogénique pourrait induire une croissance inadéquate de vaisseaux sanguins 
en des sites non désirés.  
Il est à craindre une plus grande incidence de rétinopathie diabétique ou de cancer. 
Néanmoins, aucun cas de cancer de novo ou de progression tumorale, de développement de 
polypes, tumeurs bénignes résultant de l’exposition systémique à ces cytokines angiogéniques 
n’a été décrit jusqu’ici. Ces hypothèses sont plausibles et difficiles à exclure même si aucun 
cas de croissance tumorale n’a été observé au cours des essais cliniques jusqu’à présent. [224] 
Chez les patients diabétiques, le VEGF joue un rôle important dans la formation de néo-
vaisseaux autour du disque optique au cours de la rétinopathie ou de la maculopathie 
diabétique. La plupart des études cliniques ont inclu une surveillance du fond de l’œil et 
aucun effet indésirable significatif n’a été reporté au niveau de l’œil mais plusieurs études 
avaient exclu les patients ayant une rétinopathie diabétique préexistante. Sachant que les 
patients diabétiques constituent un important sous-groupe pouvant bénéficier de cette 
thérapeutique angiogénique, de nouvelles données concernant la sécurité de ce traitement sont 
indispensables [209].  
 
Par ailleurs, au cours d’un essai clinique évaluant le transfert du gène VEGF pour l’AOMI, un 
patient concerné a développé 3 angiomes stellaires au niveau de sa jambe traitée plusieurs 
semaines après l’administration d’ADN [186]. 
 
La délivrance locale et la spécificité des protéines ou des gènes angiogéniques pour le tissu 
cible pourraient surmonter ces soucis. 
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iii Désordres métaboliques 
Des effets sur l’équilibre métabolique ont été relevés au cours d’essais cliniques. 
L’administration de fortes concentrations systémiques de VEGF cause potentiellement des 
hypotensions et œdèmes. Ces effets indésirables ont été relevés au cours d’essais cliniques 
évaluant le VEGF recombinant mais ils semblent modérés, transitoires et réversibles [190]. 
Dans le cas du FGF2 recombinant, les principaux effets indésirables ont ciblé le rein avec 
particulièrement une protéinurie. Une augmentation modeste de l’albuminurie a été reporté 
dans plusieurs études suite à une seule ou deux injections consécutives de FGF2 mais un seul 
essai clinique où le FGF2 été administré en IV de façon répétée a du être interrompu à cause 
de protéinurie sévère chez 5 des 24 patients [225, 226].  
 
b) Effets indésirables dus aux techniques de transfert de gènes 
 
La thérapie génique peut provoque une réponse inflammatoire. Plusieurs études ont reporté 
des fièvres transitoires suite au traitement et ceci particulièrement avec des vecteurs 
adénoviraux. Dans un essai contrôlé randomisé, 61% des patients ont développé des anticorps 
anti-adénoviraux ce qui entraîne des limitations importantes pour les traitements à 
administration répétée [227].  
Par ailleurs, l’introduction d’un gène étranger faisant suite à une administration 
intramusculaire pourrait perturber la croissance de la cellule musculaire et son 
renouvellement.  
 
La plupart des études sont de courtes durées mais deux études cliniques ont apporté des 
données de sécurité à plus long terme. Ils n’ont pas montré de différence en termes de 
mortalité ou de nouvelles tumeurs détectées [227, 228]. 
 
III.2.3.2 Limites des essais cliniques : améliorations à apporter 
De nombreuses raisons ont été suggérées pour expliquer les résultats négatifs des études 
cliniques d’angiogenèse, telles que l’utilisation d’un facteur isolé, la dose de facteur, la durée 
de l’expression, le mode de délivrance, la sélection des patients, les critères de jugement 
retenus, l’hétérogénéité des patients, la présence endogène d’inhibiteurs de l’angiogenèse, et 
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un fort effet placebo [229]. En outre, les réponses biologiques aux facteurs de croissance 
peuvent être diminuées dans le muscle chroniquement ischémique au niveau duquel 
l’angiogenèse endogène est devenue insuffisante. Il a été observé dans des échantillons de 
muscle de membres amputés, l’incapacité des tissus hypoxiques à exprimer suffisamment 
HIF-1α et en aval VEGF et SDF-1 en cas d’ischémie chronique par opposition à l’ischémie 
aigue. [210] 
 
a) Limites des modèles animaux 
  
Beaucoup de facteurs de croissance vasculaires, mais également des cytokines et des 
chemokines inflammatoires, ont montré qu’elles favorisaient l’angiogenèse, la vasculogenèse, 
et/ou l’artériogenèse dans des cultures de cellules ou des modèles animaux. 
Par ailleurs, la plupart de ces agents favorisent avec succès la croissance vasculaire dans des 
modèles animaux d’ischémie de la patte. Néanmoins, les résultats des études contrôlées contre 
placebo chez les patients ont été moins positifs jusqu’ici.  
Ceci peut être expliqué par le fait que les modèles animaux actuels souffrent de limites 
considérables : d’abord, on emploie des animaux « sains » qui, lors de l’occlusion de l’artère 
fémorale, présentent une ischémie aigue, tandis que les patients ayant une maladie artérielle 
souffrent de divers troubles métaboliques menant à l’ischémie chronique.  
De plus, des différences dans le profil d’expression du VEGF endogène entre le muscle 
ischémique de lapin après occlusion de l’artère fémorale comparées à du matériel 
d’amputation humain [230].   
Les résultats sont dépendants du modèle d’ischémie de la patte employé et de la technique 
chirurgicale pratiquée. De nombreux groupes de recherche ont employé un modèle d’excision 
complète de l’artère fémorale et de ses collatérales menant à une ischémie profonde et 
essentiellement à la formation de capillaires. D’autres groupes ont utilisé une occlusion courte 
de l’artère fémorale proximale, qui est plus appropriée pour étudier la croissance d’artères 
collatérales. La diversité des techniques chirurgicales ainsi qu’une grande variété des critères 
de mesure des résultats (score clinique, imagerie laser Doppler, microsphères, sondes de 
débitmétrie, ou angiographie, scanner, histologie) justifient une interprétation prudente des 
résultats obtenus avec ces modèles [175].  
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b) Limites de vecteurs administrés 
 
i Délivrance des facteurs thérapeutiques 
Pour revue [194, 209] 
Une des raisons probable expliquant le manque d’efficacité des essais cliniques est que les 
concentrations tissulaires en facteur de croissance ne sont pas atteintes dans les organes cibles 
ou qu’elles ne persistent pas assez longtemps pour induire une revascularisation efficace. La 
courte demi-vie des facteurs de croissance, les doses non optimisées, expression génique trop 
courte et les voies d’administration non adéquates ont contribué à l’obtention de ces résultats 
non concordants. 
Idéalement, la protéine ou la thérapie génique doit être facile à administrer et doit produire 
une forte concentration locale et soutenue de cytokine angiogénique. En pratique, les voies 
d’administration IV ou IA requièrent des doses massives pour induire un effet thérapeutique 
local engendrant de fortes concentrations plasmatiques et donc potentiellement des effets 
indésirables graves.  
A titre d’exemple, il a été montré que l’administration de FGF2 recombinant dans la veine 
périphérique est inefficace alors que l’injection IA apporte des concentrations locales de 
facteur importantes et ainsi un effet angiogénique. Dans le cas de la thérapie génique, 
l’efficacité de transfection est particulièrement pauvre quand l’ADN nu est injecté dans la 
circulation, dû probablement à la dégradation causée par des nucléases circulantes. 
 
Par ailleurs, la cinétique de l’expression génique des vecteurs est peu connue chez l’homme et 
les taux de protéines thérapeutiques doivent être mesurées quantitativement dans les tissus 
cibles (et pas seulement dans le plasma).  
ii Intérêt de l’association 
 
Une autre explication peut être que l’administration d’un seul facteur n’est pas suffisante pour 
initier le processus complexe de néo-vascularisation. Par conséquent, les futures études 
devraient être conçues pour employer une combinaison des facteurs de croissance, associant 
de préférence des facteurs angiogéniques et artériogéniques ou incluant des « gènes maîtres » 
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comme HIF-1α, qui déclenchent une expression coordonnée de beaucoup d’autres facteurs 
angiogéniques. Ce chapitre sera développé dans une quatrième partie. 
 
c) Limites dans le choix des patients 
 
Pour revues [51, 210] 
i Patients présentant une AOMI trop sévère 
 
Dans beaucoup d’essais, seuls les patients qui n’étaient pas candidats à une intervention 
vasculaire standard, en raison par exemple d’une maladie évoluée, ont été retenus. En outre, 
les patients présentant une ischémie évoluée peuvent être moins susceptibles aux thérapies 
angiogéniques en raison d’une paroi artérielle lésée avec un dysfonctionnement endothélial et 
des récepteurs défectueux, par exemple les récepteurs de VEGF, d’ICAM-1, ou des molécules 
d’adhérence des cellules vasculaires.  
Avec le développement de vecteurs plus sûrs, des patients atteints d’AOMI à des stades 
précoces, susceptibles d’être sensibles aux thérapies angiogéniques, pourront être inclus. 
 
ii Patients présentant des co-morbidités 
 
Age :  
Les études ont montré qu’avec l’âge, le degré de collatéralisation diminue chez les patients 
atteints d’infarctus du myocarde ou de crise d’angine de longue date [51]. 
 
Diabète : 
Le diabète peut conduire à un dysfonctionnement des cellules impliquées dans la néo-
vascularisation causé par l’hyperglycémie, une diminution de la prolifération et de la mobilité 
des cellules endothéliales due à une perturbation du métabolisme des lipides, et une 
diminution de la capacité de néo-vascularisation des cellules mononucléaires de la moelle ou 
des lymphocytes [231, 232]. 
De même, chez les patients atteints de cette pathologie, la fonction monocytaire est réduite et 
la réponse chimiotactique des monocytes au VEGF est diminuée [51, 233]. 
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Cholestérol : 
L’hypercholestérolémie, un autre risque cardiovasculaire affecte également la réponse 
endothéliale et monocytaire. Les souris hypercholestérolémiques présentent une réponse 
artériogénique retardée due à une diminution du recrutement des monocytes et de 
l’accumulation des macrophages. Toutefois, cette théorie n’a pas été prouvée cliniquement et 
il n’y a pas d’études démontrant que des patients ayant une hycholesterolémie auraient une 
collatéralité plus défectueuse [234, 235].  
 
iii Les variations inter-individuelles 
 
Des différences dans le réseau vasculaire collatéral préexistant 
 
Pour revue [236] 
Même si les obstructions hémodynamiques significatives des conduits artériels jouent un rôle 
reconnu dans la manifestation de l’AOMI, il existe une hétérogénéité considérable du degré 
de gravité des signes cliniques. De plus, il n’y a qu’une modeste corrélation entre l’évaluation 
hémodynamique telle que la mesure de l’ABI (ankle-brachial index) (la pression dans la 
cheville/pression dans le bras) avec la capacité fonctionnelle évaluée par le test sur le tapis 
roulant [237].  
Cette hétérogénéité peut être due en partie aux différences individuelles en réponse du muscle 
squelettique à l’ischémie. Par exemple, l’expression et l’activité d’enzymes mitochondriales 
clefs sont altérées dans le muscle squelettique de patients atteints d’AOMI de même le 
transport d’électron mitochondrial est déficient. Les métabolites du cycle d’oxydation des 
acides gras, les acylcarnitines, s’accumulent dans le plasma et le muscle squelettique de 
patients atteints d’AOMI, et sont fortement corrélés avec une altération de la capacité 
d’effectuer des exercices physiques [238]. 
La réponse vasculaire qui conduit à l’occlusion des vaisseaux semble être soumise à des 
variations inter-individuelles.  
De plus, il est reconnu que la formation de vaisseaux collatéraux est hétérogène chez des 
patients présentant le même degré d’obstruction du conduit artériel. Un patient avec une 
occlusion de l’artère fémorale superficielle présentera une robuste collatéralité via l’artère 
fémorale profonde et les collatérales géniculées qui revascularisent les vaisseaux infra-
poplitéal. Le patient présente peu ou pas de symptômes. Un autre patient pourra être plus 
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handicapé avec la même maladie occlusive de par la formation d’un réseau de collatérales 
beaucoup plus éparse.  
 
Des différences moléculaires et génétiques 
 
Pour revue [51]. 
Le fait que chaque patient présente des réponses différentes au même stimulus ischémique 
commence à être élucider au niveau de la circulation coronaire.  
Plusieurs facteurs génétiques pouvant jouer un rôle dans l’hétérogénéité de la régénération 
vasculaire en réponse à l’ischémie ont été identifié. L’identification de ces facteurs, rendant 
une personne plus ou moins sensible à la formation des collatérales pourrait aider à la 
découverte de nouveaux traitements. 
Récemment, un variant génétique de HIF-1α a été décrit. Les patients atteints de maladie 
coronarienne qui portaient ce variant génétique possédaient un réseau de collatérales 
coronaire plus pauvre.  
Le groupe de Duke a montré chez la C57Bl/6 l’existence sur le chromosome 7 d’un segment 
contenant 37 gènes qui confère la résistance à la perte du membre après ligation de l’artère 
fémorale. Un ou plusieurs de ces gènes pourraient être impliqués dans l’amélioration de la 
réponse angiogénique et de la perfusion supérieure observées dans cette lignée de souris 
[239].  
 
Une étude génétique a montré que le phénotype haptoglogine était corrélé avec le 
développement de la circulation artérielle coronaire chez les diabétiques atteints 
d’insuffisance cardiaque [240].  
 
De plus, l’allèle Asp298 du gène de la NO synthase endothéliale est associé à un défaut du 
développement des collatérales et particulièrement chez les patients diabétiques [241]. 
 
Les monocytes circulants jouant un rôle central au cours de l’artériogenèse, Chittenden et al 
ont posé l’hypothèse que des différences fonctionnelles des monocytes pourraient être à 
l’origine de variabilités inter-individuelles. En comparant le profil transcriptionnel des 
monocytes circulant provenant de patients atteints d’insuffisance cardiaque présentant ou pas 
un réseau d’artères collatérales bien développé, des déterminants moléculaires de croissance 
de collatérales ont été identifiés. Des différences ont été observées au niveau de gènes 
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régulant les transports intracellulaires, l’apoptose et la prolifération cellulaire. Par exemple, 
l’expression d’ICAM-1 et Cdc42 est augmentée chez les patients atteints d’insuffisance 
cardiaque présentant une bonne collatéralité comparé aux patients ayant un réseau de 
collatérales pauvre. Une augmentation du taux d’ICAM-1 est le reflet d’un état inflammatoire 
augmenté favorisant la croissance des collatérales. Cdc42, une petite GTPase de la famille 
Rho a un rôle dans la migration des monocytes. De façon intéressante, les différences 
transcriptionnelles sont indépendantes de la sévérité de l’insuffisance cardiaque. 
D’autre part, l’expression de l’IFN-β est augmentée dans les monocytes stimulés provenant de 
patients avec une réponse artériogénique pauvre. Ainsi, la voie de l’IFN-β pourrait constituer 
une nouvelle cible thérapeutique en vue de la stimulation de la croissance des artères 
collatérales. Ces études mettent en évidence les impacts de la variabilité inter-individuelle sur 
la réponse artériogénique [242]. 
 
De manière intéressante, les leucocytes ont été récemment proposés pour jouer un rôle dans le 
remodelage vasculaire rétinien ou l’élagage au cours du développement. Le rôle du système 
immunitaire dans le développement embryonnaire d’un réseau collatéral reste à déterminer 
[210]. 
iv Régulation de l’angiogenèse 
 
L’étude de l’expression différentielle des gènes angiogéniques entre les tissus présentant une 
ischémie aigue ou chronique peut mettre en avant de nouveaux facteurs de croissance. 
Des chercheurs ont étudié cette expression differentielle chez des patients contrôle en bonne 
santé et des patients atteints de AOMI se manifestant par une claudication intermittente ou 
une ischémie critique du membre. Chez ces patients, ils ont mesuré les taux plasmatiques de 
protéines appartenant à 2 familles de facteurs de croissance : les VEGF et les angiopoïétines. 
Findley et al ont mis en évidence un taux plasmatique plus élevé des cytokines angiogéniques 
Ang2 et VEGF chez les patients atteints d’AOMI. De plus, le taux plasmatique de VEGF est 
significativement plus élevé chez les patients atteints d’ischémie critique : forme la plus 
sévère de l’AOMI. On observe la même tendance avec la concentration plasmatique d’Ang2 
(manque de significativité statistique probablement à cause d’un nombre insuffisant de patient 
dans l’étude). L’aggravation de l’AOMI est associée avec une plus forte activation de la 
réponse angiogénique à l’hypoxie [236, 243]. 
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v Inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse 
Pour revue [236] 
On sait que des récepteurs VEGFR2 et Tie-2 peuvent être relargués par les cellules 
endothéliales dans la circulation. Ces récepteurs solubles peuvent rester fixés à leurs facteurs 
de croissance respectifs. En piégeant VEGF ou Ang, ces récepteurs solubles peuvent bloquer 
le processus d’angiogenèse. 
Les récepteurs solubles peuvent être considérés comme des agents de rétrocontrôle négatif et 
la surexpression d’un de ces récepteurs solubles dans des modèles animaux inhibe 
l’angiogenèse et la croissance tumorale. 
Findley et al ont observé une augmentation plasmatique de la concentration de récepteur Tie2 
soluble (sTie2) chez les patients atteints d’AOMI. De plus, le taux plasmatique de Tie2 est 
d’autant plus élevé que les patients sont gravement atteints. Cette différence reste après 
contrôle des différents facteurs de risque cardio-vasculaires ou mesure de l’ABI. Ces résultats 
suggèrent que l’augmentation du taux de sTie2 est corrélée avec la sévérité de la maladie 
indépendamment des défauts hémodynamiques [243]. On peut donc spéculer que 
l’augmentation du taux de récepteur soluble empêche la réponse angiogénique chez ces 
patients.  
 
d) Résultats et interprétations des essais cliniques 
 
Il est surprenant de constater que les essais précliniques et les essais de phase I non contrôlés, 
que ce soit pour des essais de thérapie génique ou d’administration de protéines 
recombinantes, ont montré des résultats positifs alors qu’aucun des objectifs principaux n’ont 
été atteints au cours des essais de phase II/III, randomisés, contrôlés. 
 
Un des facteurs confondants évident est un fort effet placebo qui n’est pas amélioré par 
certains critères tels que les tests de tolérance à l’exercice physique comme l’utilisation de 
tapis roulant. Des objectifs principaux plus tangibles doivent être utilisé comme la perfusion, 
le flux des collatérales, et finalement la guérison d’ulcères et le taux d’amputation [210]. 
 
De façon étonnante, l’effet placebo ne se limite pas à des critères d’appréciation plus ou 
moins subjectifs telles que la classe de l’angine de poitrine, la fréquence des angines et la 
tolérance à l’exercice physique mais aussi à des critères plus objectifs tels que le PET, l’IRM 
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mettant en évidence une amélioration de perfusion et de la fonction myocardique chez ces 
patients. Ces observations montrent que l’effet placebo dans ces essais est un réel phénomène 
biologique. Une part des explications pourrait se trouver dans l’amélioration de la compliance 
des patients inclus dans l’essai à leur traitement. Une autre partie pourrait être expliquée par le 
fait que la pratique de l’exercice physique favorise l’angiogenèse. Des facteurs biologiques 
seraient également impliqués. L’interaction de la thérapie angiogénique avec d’autres 
médicaments n’a pas été évaluée. Quelques études montrent que certains médicaments très 
communs tels que le captopril, le dinitrate d’isosorbide ou le furosémide pourraient interagir 
avec l’angiogenèse. De même, l’aspirine ou certains anti-inflammatoires non stéroïdiens, très 
fréquemment employés, pourraient avoir des effets anti-angiogéniques. De même, les 
inhibiteurs des cyclooxygénase-2 pourraient être anti-angiogéniques. Ainsi, les médications 
concomitantes doivent être prises en compte au cours des essais de thérapie angiogéniques 
[184]. 
 
Ainsi il est particulièrement difficile de tirer des conclusions définitives sur l’efficacité du 
traitement puisque la plupart des études manquent de contrôles et ont des modalités diverses 
de traitement, et des critères de jugement et d’inclusion/exclusion différents. En outre, 
l’attention a été portée sur la démonstration du rétablissement des paramètres cliniques, plutôt 
que sur l’évaluation de la formation de nouvelles artères. Pratiquement toutes les études 
emploient des paramètres indirects tels que la guérison d’ulcère, le sauvetage de membre, le 
périmètre de marche, l’index cheville-bras, les mesures transcutanées d’oxygène, et les scores 
de douleur pour évaluer les résultats. Bien que l’effet clinique soit d’importance capitale, des 
paramètres objectifs pour l’évaluation de la croissance vasculaire semblent essentiels. Peu 
d’études incluent des angiographies numériques en soustraction de suivi, l’évaluation dont 
l’évaluation repose sur une comparaison visuelle qualitative. Cette limite des objectifs 
cliniques actuels concerne également les essais sur les facteurs de croissance angiogénique 
[210, 229]. 
 
Un des plus grands challenges est le développement de techniques de mesure des effets des 
thérapies promouvant la revascularisation. La validation de tels marqueurs sont indispensables 
pour [244] : 
- valider les hypothèses mécanistiques 
- identifier les patients répondeurs à cette thérapeutique 
- déterminer les doses optimales de ces médicaments 
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- prédire l’efficacité du traitement 
La méthode idéale serait de visualiser les vaisseaux nouvellement formés et/ou la perfusion 
dans les organes cibles. L’angiographie a été longtemps considérée comme la méthode de 
référence pour la détection et la caractérisation des vaisseaux mais sa résolution n’est pas 
suffisante pour détecter et quantifier les collatérales néoformées et sa nature invasive la rend 
difficilement utilisable pour un suivi régulier thérapeutique. 
De nouvelles technologies permettant un suivi par des méthodes non invasives de la 
revascularisation et de la perfusion sont en cours de développement, c’est le cas de l’imagerie 
par résonance magnétique (IRM) ou de la tomographie par émission de positrons (PET) 
Le développement de ces techniques permettra d’importantes avancées dans le 
développement des thérapies promouvant la revascularisation [229]. 
 
 
 
La sélection plus pertinente de patients pour les futurs essais sera très importante puisque les 
patients les plus sévèrement touchés par la maladie sont ceux aussi qui répondent le moins 
bien à la thérapie. Ainsi, de nouvelles approches comme associer cette thérapie à 
l’angioplastie ou la chirurgie plutôt que l’appliquer seule est à tester.  
 
Les recherches futures devraient se concentrer sur l’amélioration de notre compréhension de 
ces problèmes afin d’améliorer la susceptibilité aux facteurs de croissance endogènes ou 
exogènes. 
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IV THERAPIE ASSOCIATIVE PRO-ANGIOGENIQUE 
PAR TRANSFERT DE GENE
IV.1 INTERET ET METHODES DE CO-EXPRESSION DE 
PLUSIEURS GENES D’INTERET 
 
Comme il peut être conclu d’après ce qui précède, la néo-vascularisation adulte est un 
phénomène très complexe impliquant une grande variété de composants cellulaires, excrétant 
une grande variété de facteurs de croissance vasculaires, des cytokines, et des chemokines. 
Tous les composants cellulaires sont étroitement orchestrés dans la chronologie de leur 
participation, leurs sites, et leurs modalités d’expression. Beaucoup d’étapes dans ce 
processus restent à élucider.  
Une explication évidente aux échecs rencontrés jusque là peut être que l’administration d’un 
seul facteur n’est pas suffisante pour initier le processus complexe de néo-vascularisation. Par 
conséquent, les futures études devraient être conçues pour employer une combinaison de 
facteurs de croissance, associant de préférence des facteurs angiogéniques et artériogéniques 
ou incluant des « gènes maîtres » comme HIF-1α [245] ou HGF, qui déclenchent une 
expression coordonnée de beaucoup d’autres facteurs angiogéniques. 
Ce rationnel a été prouvé dans les modèles animaux avec plusieurs combinaisons possibles 
(VEGF et FGF2 [181], FGF2 et PDGF-BB [177]…). Par exemple l’association de deux 
facteurs : le VEGF et l’Angiopoïétine 1 qui entraine la formation de vaisseaux résistants et ne 
provoquant pas la formation d’œdème, démontrant que la formation de vaisseaux normaux 
requiert l’orchestration de nombreuses cytokines angiogéniques et de protéines de la matrice 
extracellulaire [246, 247]. 
 
Ainsi, de nombreux moyens de co-expression existent à l’heure actuelle [248-250].  
La première stratégie a consisté en la co-injection de différents vecteurs codant chacun pour 
un transgène. Toutefois, le non-contrôle de l’activité des promoteurs ou leur extinction 
peuvent amener à la synthèse de deux transcrits produits selon une stœchiométrie variable 
[181]. 
La seconde approche, largement utilisée, consiste à mettre deux transgènes sous la 
dépendance de deux promoteurs différents ou d’un promoteur bidirectionnel [246]. On aboutit 
Introduction : Thérapie associative pro-angiogénique par transfert de gène 
 - 96 -
ainsi à la synthèse de plusieurs ARNm et donc de plusieurs protéines. Malheureusement, il 
peut y avoir un phénomène d’interférence induisant l’extinction du promoteur ou une contre 
sélection par la cellule d'un des gènes d'intérêt si son expression constitutive présente un 
désavantage pour la cellule. De plus, si les deux promoteurs utilisés sont les mêmes, une 
recombinaison et/ou une compétition pour les mêmes facteurs de transcription peuvent avoir 
lieu. Enfin, les deux transcrits peuvent ne pas être produits en quantités stœchiométriques 
constante.  
Une troisième approche consiste à exprimer une protéine de fusion. Deux gènes différents 
peuvent être fusionné en phase et ainsi aboutir à la production d’une protéine chimérique 
garantissant l’expression simultanée des deux gènes. Certaines protéines de fusion se sont 
montrées bien exprimées et fonctionnelles, comme la fusion endostatine-angiostatine [251] 
dans le cadre de la thérapie anti-angiogénique de pathologies tumorales. Toutefois, le 
principal problème est la conformation de la protéine chimérique qui peut être différente et 
donc inactive. De plus, cette approche ne peut pas être utilisée pour deux protéines qui ont par 
exemple des effets dans deux compartiments cellulaires différents. Une approche similaire 
repose sur un clivage post-traductionnel entre les deux protéines ou l’utilisation du peptide 2A 
du virus FMDV [248]. Mais des erreurs de localisation des protéines ont été rapportées. 
Les vecteurs utilisant l’épissage sont moins utilisés. L’épissage alternatif reste difficile à 
contrôler et des variations dans le ratio ARNm non épissé versus épissé sont conservées [252]. 
 
IV.2 LES IRES ET UTILISATION EN VECTOROLOGIE 
 
Dans le champ du transfert de gènes, de nombreux types de vecteurs permettant la co-
expression de plusieurs molécules thérapeutiques ont été conçus et construits. De nombreux 
« outils moléculaires » ont été développés basés sur le concept des régulations post-
transcriptionnelles. Ainsi, des cassettes d'activation de la traduction, les IRES (internal 
ribosome entry site), permettent à l'initiation de la traduction de se produire par un mécanisme 
d'entrée interne des ribosomes. Ainsi, alors qu'un ARN messager permet classiquement 
l'expression d'une seule protéine, l'insertion d'éléments IRES permet la synthèse de plusieurs 
protéines d'intérêt à partir d'un seul ARN messager. 
Ce nouveau concept permet de créer des vecteurs dits « multicistroniques » que l'on pourra 
appliquer à des approches de thérapie génique combinée, notamment à la thérapie de 
l’ischémie du membre inférieur par expression de cocktails de facteurs pro-angiogéniques. 
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IV.2.1 LES IRES : DEFINITION 
 
La traduction des ARNm, un des mécanismes de la régulation de l’expression des gènes, peut 
s’effectuer de façon dépendante de la coiffe ou, dans certaines conditions, par entrée interne 
du ribosome.  
Pour la majorité des ARNm cellulaires, la traduction commence par l’attachement de la sous-
unité ribosomique 40S sur la coiffe méthylée en position 5’ de l’ARNm. La sous-unité 40S va 
ensuite parcourir la région non traduite de l’ARNm de 5’ en 3’ jusqu’au codon initiateur : il 
s’agit du mécanisme de balayage. La sous-unité 60S vient ensuite se fixer au complexe 
d’initiation et la synthèse protéique démarre. L’étude des picornavirus a mis en évidence un 
mécanisme alternatif d’initiation de la traduction avec la présence d’une structure appelée 
IRES située principalement dans la région 5’ non traduite [253]. Cette structure permet de 
recruter la sous-unité 40S sans intervention de la coiffe. Suit ensuite le démarrage de la 
traduction après fixation de la sous-unité 60S. Par la suite, on a découvert que certains ARNm 
cellulaires contenaient également des IRES leur conférant ainsi la propriété d’être traduits 
quand la traduction cap-dépendante est bloquée notamment en cas de stress ou d’infection 
virale [254].  
 
Par ailleurs, des IRES sont souvent présents dans les ARNm ayant des séquences 5’ non 
traduites longues, notamment dans les ARNm de certains facteurs de croissance (FGF2, 
VEGF), des facteurs de transcription (c-myc); ils permettraient une régulation plus fine de la 
traduction de molécules [255] dont l'expression doit être contrôlée de façon stricte dans la 
cellule [256, 257]. 
Les IRES permettent une régulation de la traduction des messagers concernés dans différentes 
conditions physiologiques : l'IRES du VEGF (vascular endothelial growth factor) et l’IRES 
du FGF2 permettent de maintenir l'expression génique en condition d'hypoxie [258-260]. 
Une particularité qui caractérise les IRES provenant de messagers cellulaires par rapport aux 
IRES d'origine virale est la très forte tissu-spécificité de leur activité [261].  
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IV.2.2 IRES : UTILISATION EN VECTOROLOGIE 
 
Les IRES présentent un intérêt biotechnologique important par le fait qu’ils constituent une 
solution possible pour répondre aux problèmes d'efficacité ou de brièveté de l'expression.  
 
La stratégie la plus utilisée pour la co-expression in vitro et in vivo est l’emploi des IRES 
viraux dans des vecteurs viraux ou non. Celui d’EMCV a été le premier utilisé pour exprimer 
un gène de résistance et un gène rapporteur au sein d’un vecteur dit « bicistronique » et reste 
le plus communément employé. 
Le premier vecteur tricistronique testé in vivo a été un rétrovirus exprimant, en quantités 
stœchiométriques, les deux sous-unités de l'interleukine 12, active, en même temps que le 
gène de résistance au G418 et ceci grâce à l’utilisation de deux IRES d'EMCV [262]. Un tel 
résultat n’avait pas été atteint jusque là avec l’utilisation de vecteurs utilisant un mécanisme 
d'épissage ou deux promoteurs.  
Des vecteurs bticistroniques exprimant deux facteurs pro-angiogéniques ont également été 
construits [263] (Figure 13).  
Vecteurs multicistroniques
Fact 1 Fact 2
Fact 2IRESFact 1
 
Figure 13 : Schéma d’un vecteur bicistronique. IRES : Internal Ribosome Entry Site 
 
Ces premiers exemples d'utilisation des vecteurs multicistroniques illustrent le fort potentiel 
de ce système pour l'expression simultanée, coordonnée, de facteurs complémentaires ou 
synergiques. Des études indiquent que l'on peut co-exprimer quatre ou cinq protéines 
différentes à partir d'un seul ARN messager [249].  
 
Depuis, de nombreux autres IRES viraux ont été utilisés dans des lignées cellulaires et des 
modèles animaux, dans des vecteurs inductibles ou non. Cependant, les IRES utilisés jusqu’à 
Introduction : Thérapie associative pro-angiogénique par transfert de gène 
 - 99 -
maintenant présentent des niveaux d’expression variables et difficilement prévisibles. De 
plus, in vivo, l’activité de l’IRES EMCV est faible [264]. La nature des cistrons et leur 
position déterminent également l’importance de leur expression. Il a été aussi constaté que 
l’activité de ces IRES peut être très différente d’une lignée cellulaire à l’autre et peut être 
dépendant du statut de la cellule [261]. 
 
Les IRES cellulaires présentent un plus grand potentiel biotechnologique que les IRES viraux. 
Alors que les IRES viraux ont une taille environ de 450 pb, les IRES cellulaires ont une taille 
variant de 100 pb à environ 1kb. Cela peut être intéressant pour certains virus de thérapie 
génique comme l’AAV qui ont des capacités de taille de transgène peu importantes [250]. 
Dans tout les cas, de long ARNm peuvent avoir un impact négatif sur l’expression génique 
puisqu’ils sont susceptibles d’être plus facilement dégradés que de court ARNm. L’utilisation 
d’IRES cellulaires dans des vecteurs de thérapie génique peut aussi minimiser les possibles 
effets indésirables dus aux séquences virales. 
 
Par ailleurs, il n’a pas été observé d’homologie de séquence significative entre différents 
IRES : il est possible utiliser différents IRES dans le même vecteur. 
La tissu-spécificité des IRES représente un potentiel important pour des stratégies ciblées de 
transfert de gènes. En effet, il devient possible de cibler l'expression d'un gène d'intérêt, non 
seulement au niveau transcriptionnel, mais aussi au niveau traductionnel. Les quelques études 
effectuées semblent indiquer que cette particularité concerne principalement les IRES 
d'origine cellulaire [250]. Du point de vue des normes de sécurité des protocoles de thérapie 
génique, l'utilisation d'IRES tissu-spécifiques à combiner avec celui des promoteurs tissu-
spécifiques permet de limiter la production de molécules thérapeutiques à l'organe ou au type 
cellulaire dans lequel on souhaite qu'elles soient produites [255]. En effet, l’efficacité de 
l’IRES du VEGF augmente sous des conditions hypoglycémiques, suggérant que l’IRES du 
VEGF pourrait être exploité en thérapie génique anti-cancéreuse pour cibler 
préférentiellement l’expression de gènes thérapeutiques au centre de la tumeur plutôt 
hypoglycémique [250]. Par ailleurs, il a été démontré au laboratoire que, dans un contexte 
AAV, l’IRES du FGF1 avait une meilleure efficacité dans le muscle tibialis de la souris que 
l’IRES d’EMCV. Ces propriétés sont à exploiter pour une optimisation des vecteurs de 
thérapie génique [264]. 
Toutefois, il n'est pas toujours souhaitable que le transgène soit exprimé avec la plus forte 
efficacité possible. En effet, la surexpression du produit d'un gène d'intérêt peut entraîner une 
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réponse immunitaire qui entraîne l'élimination du transgène et donc une expression instable, 
cela peut aboutir à des effets secondaires. Par ailleurs, dans le cadre de la pathologie d’AOMI, 
il est plus important d’obtenir une expression du transgène continue et à faible quantité plutôt 
qu’une surexpression massive des protéines d’intérêts sur une courte période et ceci à cause 
des effets indésirables potentiels des facteurs proangiogéniques tels que les risques de 
tumorogenèse secondaire.  
De plus, lors de l'expression simultanée de plusieurs transgènes, il est plus important d'avoir 
une stœchiométrie d'expression adaptée plutôt qu'une expression très efficace.  
 
Les perspectives d'utilisation de vecteurs multicistroniques sont nombreuses dans le domaine 
de la thérapie génique, d'autant plus qu'il apparaît de plus en plus clairement qu'une thérapie 
d'association est plus efficace qu'une thérapie simple.  
L'expression d'un cocktail de molécules proangiogéniques servira à cibler des maladies 
cardiovasculaires. Leur capacité à favoriser la réparation de tissus vasculaires lésés pourra 
déboucher sur des protocoles cliniques pour des pathologies sévères comme l'ischémie du 
membre inférieur.  
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OBJECTIFS
 
 
Comme vu précédemment, l’ischémie critique est une complication gravissime de 
l’artériopathie oblitérante du membre inférieur car malgré les progrès des techniques 
chirurgicales de revascularisation, le taux d’amputation de ces patients atteint les 40% et le 
taux de mortalité à 5 ans est de 50-75%. Ainsi, favoriser les phénomènes d’angiogenèse 
naturelle en associant des angiogènes est apparu comme un traitement alternatif très 
prometteur. 
Mes travaux de thèse reposent donc sur le développement d’une stratégie de thérapie génique 
associative basée sur l’utilisation d’IRES, qui permettent une expression simultanée et 
reproductible de plusieurs molécules thérapeutiques. L’association de facteurs pro-
angiogéniques que nous avons testé est le FGF2 et Cyr61 choisis pour leurs actions 
complémentaires. L’association de facteurs ayant de très nombreux mécanismes d’actions 
permettra la potentialisation de leurs effets sur notre modèle murin d’ischémie de la patte en 
termes de revascularisation et perfusion sanguine.  
A côté de l’étude du bicistronique, j’ai étudié l’effet d’un nouveau facteur pro-angiogénique, 
l’apeline, administrée sous forme de vecteur plasmidique, sur notre modèle murin d’ischémie 
de la patte. Le but a été de caractériser son effet sur la revascularisation du membre ischémié 
pour, dans un second temps, l’associer au sein d’un vecteur bi- ou tricistronique à un ou aux 
deux autres facteurs pro-angiogéniques étudiés afin de compléter l’effet du ou des deux autres 
facteurs et optimiser l’angiogenèse en agissant sur une voie de signalisation différente. Notre 
prochain objectif sera de sélectionner le vecteur le plus efficace apte à former des vaisseaux 
fonctionnels dans l’ischémie afin de mettre en place un essai clinique de traitement de cette 
pathologie, en interface avec le service de chirurgie vasculaire (Pr. CHAUFOUR, Pr. 
BOSSAVY) et de médecine vasculaire (Pr. BOCCALON) du CHU de Toulouse. 
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IRES-BASED VECTOR CO-EXPRESSING FGF2 AND CYR61  
PROVIDES SYNERGISTIC AND SAFE THERAPEUTICS OF 
LOWER LIMB ISCHEMIA 
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RESUME 
 
De par l’absence de thérapeutique conventionnelle adéquate pour le traitement de l’ischémie 
critique du membre inférieur, l’angiogenèse thérapeutique par transfert de gène devient une 
alternative attractive. 
Nous avons développé un vecteur exprimant deux molécules pro-angiogéniques. Ce vecteur 
possède les propriétés d’être plus efficace et plus sûr que la plupart des vecteurs : il permet 
l'expression de molécules synergiques à doses plus faibles, limitant ainsi les effets 
indésirables. Ces vecteurs, dits multicistroniques, sont basés sur l'utilisation d'IRES (Internal 
Ribosome Entry Sites) : ce sont des activateurs traductionnels permettant l'expression 
contrôlée de combinaisons de molécules à partir d'une seule unité de transcription. Les 
vecteurs plasmidiques ont été injectés et électrotransférés dans le tibialis de modèle murin 
d'ischémie de la patte. 
Nous avons construit un vecteur bicistronique exprimant les deux angiogènes FGF2 et Cyr61. 
Ce vecteur est electrotransféré dans le muscle tibialis de souris ApoE-/- ayant subit sur la 
même patte une chirurgie ischémiante. Nous avons démontré que le vecteur bicistronique a 
une expression plus stable que les vecteurs monocistroniques exprimant FGF2 ou Cyr61 seul. 
De plus, les analyses de Laser Doppler, d’artériographie et d’immunohistochimie ont montré 
que le vecteur bicistronique produit une revascularisation plus importante et plus 
fonctionnelle, alors même qu'il exprime 5 à 10 fois moins de molécules thérapeutiques que les 
vecteurs monocistroniques. Par ailleurs, l’administration du vecteur bicistronique n’accélère 
pas la croissance tumorale chez un modèle murin de mélanome B16 alors que cet effet 
délétère est retrouvé avec le vecteur monocistronique Cyr61. Ainsi nos résultats démontrent 
l'effet synergique de FGF2 et Cyr61: leur expression à faible dose par le vecteur bicistronique 
engendre un bénéfice thérapeutique supérieur aux vecteurs monocistroniques et est dépourvu 
d'effets indésirables sur la croissance tumorale. 
 
Ainsi, nous avons créé et validé un outil, le vecteur à IRES, permettant la co-expression de 
faibles doses contrôlées de molécules thérapeutiques synergiques, et dépourvu d’effets 
indésirables. Ce vecteur constitue une nouvelle perspective pour une thérapie génique plus 
sécurisée dans l’ischémie critique des membres inférieurs. 
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SUPPLEMENTARY DATA: MATERIALS & METHODS 
 
Plasmid construction and purification  
All bicistronic vectors contain the expression cassette gene 1 (FGF2 or Renilla Luciferase 
(R)) – IRES – gene 2 (Cyr 61 or Firefly Luciferase (L)) under the control of the 
cytomegalovirus (CMV) promoter, with the SV40 polyA signal. They were derived from the 
pC-RF1AL+ vector described previously, renamed here pC-RiL [265]. The FGF1 IRES A 
sequence was used [264, 266].The human FGF2 or Cyr61 cDNA sequences were used and 
introduced in Topo vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) [123, 267]. The monocistronic 
plasmids expressing only FGF2 or Cyr61 have the same vector skeleton as the bicistronic 
vectors. The bicistronic plasmid pC-RiCyr construct resulted from the ligation of NcoI-BglII 
fragment (pC-RiL without LucF+) of plasmid pC-RiL+ with the NcoI-BglII Cyr 61 coding 
sequence of plasmid TopoCyr.  
The bicistronic plasmid pC-FGFiL construct resulted from the ligation of XbaI-SpeI fragment 
(pC-RiL without LucR) of plasmid pC-RiL+ with the XbaI-SpeI I FGF2 coding sequence of 
plasmid TopoFGF. The bicistronic plasmid pC-FGFiCyr construct resulted from the same 
strategy, using the plasmid pC-RiCyr. 
The monocistronic plasmid pC-FGF resulted from the self-ligation of BglII-SpeI fragment 
(pFGFiL without LucF+) of plasmid pC-FGFiL treatedwith Klenow enzyme to obtain blunt 
ends. 
The monocistronic plasmid pC-Cyr construct resulted from the ligation of XbaI-BglII 
fragment (pC-RiL without LucR-IRES-LucF) of plasmid pC-RiL+ with the XbaI-BglII Cyr 
coding sequence of plasmid TopoCyr. 
DNA preparation was performed with a MAXI EndoFree plasmid purification kit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France). Concentration and quality of the plasmid samples were controlled with 
a spectrophotometer (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Plasmids 
were finally dissolved in sodium chloride solution 0.9% at a final concentration of 1,67g of 
DNA/l. 
 
Cell culture and transfection 
COS-7 cells (ATCC No CRL1654)  and B16F0 cells (ATCC No CRL6323) were grown at 
37°C with 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium DMEM (Lonza, Basel, 
Switzerland) containing 1% penicillin-streptomycin, 1% glutamine, and 5% fetal calf serum 
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(Gibco, Grand Island, NY). COS-7 cells, seeded at 4X105 by wells (6 wells plate) were 
transfected with 2µg of plasmid using FuGENE (3 wells by vectors) according to the 
manufacturer’s recommendations (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). 48h after the 
transfection, cells were lysed with RIPA-1% SDS buffer. Proteins were quantified using Bio-
Rad Dc Protein assay reagent (Ontario, Canada). 
C2C12 myoblasts (ATCC No CRL1772) were maintained in DMEM with 20% fetal calf 
serum in 100-mm diameter dishes at 37°C with 5% CO2. 
Transient transfections were performed in 60-mm dishes using 1 µg of plasmid pC-FGF, pC-
Cyr, pC-FGFiCyr, pC-FGFiL, pC-RiCyr or control pC-RiL with FuGENE-6 (Roche 
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) and OptiMEM (Gibco-BRL, Invitrogen, 
Paisley, United Kingdom), 6 dishes by vector. 
ABAE cells (generously provided by H. Prats) were grown in DMEM containing antibiotics, 
1% glutamin and 10% calf serum. Cells were maintained in a 37°C and 10% CO2. 
HEK-293 cells (ATCC No CRC1573) seeded at 1X106 were transfected with 15µg of plasmid 
pC-FGF, pC-Cyr, pC-FGFiCyr, pC-FGFiL, pC-RiCyr or control pC-RiL by using calcium 
phosphate. Twenty-four hours after the transfection, the medium was removed and replaced 
by OptiMEM. Twenty-four hours later, cell-conditioned medium was collected, centrifuged to 
remove cell debris, and stored at -80°C until use. 
 
In vitro tubulo-formation assay 
Twenty-four-well plates were coated with 250µl of Growth Factor Reduced BD MatrigelTM 
Matrix (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) per well, which was allowed to polymerize for 
1 hour at 37°C. ABAE cells (2X105 cells/ml) suspended in 450µl of culture medium (DMEM 
with 1% calf serum) were added to each well. Cell-conditioned mediums (60µl), mix of pC-
FGF (30µl) and pC-Cyr (30µl) conditioned mediums (called pC-FGF (50%) + pC-Cyr (50%), 
mix of pC-FGF (30µl) conditioned medium and optiMEM (30µl) (called pC-FGF 50%) were 
added to the wells (3 wells by vector), and the plates were incubated 20h at 37°C. Then, wells 
were photographed and the number of branch points was assessed in each case. 
 
RNA extraction and real time RT–qPCR 
Total RNA was isolated from C2C12 cells using GenElute Mammalian Total RNA kit 
(Sigma-Aldrich Chimie, France) according to the manufacturer’s instructions. The RNA 
quality was performed on an Experion chip (BioRad, Ontario, Canada). 
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After DNase I treatment (DNase I Amplification Grade, Invitrogen), reverse transcription was 
performed with the High capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).  
Quantitative PCR was performed on StepOne+ (Applied Biosystems) using Power SYBER 
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) for detection of hFGF2, hCyr 61 and 18S. The 
reaction assay mix contained 10 ng of cDNA, primers (300 nM) and the Power SYBER Green 
PCR Master Mix for a final volume of 25µl. 
Quantification of ribosomal 18S RNA was used as an internal control. The results were 
treated with the StepOne Software v2.0 (Applied Biosystems). 
 
Primers were purchased from Invitrogen. Specific primers are: 
– primer forward hFGF-2: 5’ TGGTATGTGGCACTGAAACGA 3’ 
primer reverse hFGF-2: 5’ GCCCAGGTCCTGTTTTGGAT 3’ 
– primer forward hCyr61 5’AAATCCCCCGAACCAGTCA 3’, 
primer reverse hCyr61 5’ GGGCCGGTATTTCTTCACACT 3’, 
– primer forward 18S 5’ CAACTAAGAACGGCCATGCA 3’, 
primer reverse 18S 5’ AGCCTGCGGCTTAATTTGAC 3’, 
 
Western Blot Analysis of FGF2 and/or Cyr 61 protein expression 
COS cells lysates (30 µg proteins per sample), C2C12 cells lysates (20µg) and whole-muscle 
protein extracts (obtained after homogenization in a Tissue Extraction Reagent I (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) of ischemic muscles) were analysed by Western-blot as following: a 
total of 150µg of protein per sample was separated on a 4-20% polyacrylamide gel (Pierce 
Biotechnology, Inc., Rockford, IL) and electroblotted on nitrocellulose membranes. Western 
blots were performed as described previously, using 1/200 rabbit monoclonal anti-hFGF2, 
anti-hCyr 61 (sc-79 and sc-13100 respectively Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA) or anti-β-tubulin (1:2000) (T 4026; Sigma-Aldrich, St Louis, MO). The molecular 
weights of FGF2, Cyr 61 and β-tubulin are 18k, 42 and 50 kDa, respectively. 
 
Intramuscular DNA injection and electrotransfer 
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of Ketamine (125 mg/kg body weight) 
and Xylazine (10 mg/kg body weight) solution. Naked plasmid DNA (50µg in 30 µl of 
sodium chloride solution 0.9%) was injected (300 U, Myjector U-100 insulin, Terumo) into 
the tibialis anterior muscle and electrotransferred as previously described using an ECM 830 
electroporator (BTX Division of Genetronics, Inc., San Diego, CA USA) [265].  
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ETUDE DE L’EFFET PRO-ANGIOGENIQUE DE L’APELINE SUR UN  
MODELE MURIN D’ISCHEMIE  AIGUE DU MEMBRE INFERIEUR 
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INTRODUCTION 
 
Il a été précédemment évoqué en introduction générale, à l’instar des facteurs classiquement 
étudiés, d’autres facteurs pro-angiogéniques plus récemment découverts présentent un réel 
intérêt pour la revascularisation. C’est le cas de l’apeline. Cette protéine, initialement isolée 
de l’estomac de bœuf [130] est codée par un gène situé sur le chromosome X chez l’Homme.  
 
L’apeline est exprimée par les cellules endothéliales, de même que son récepteur spécifique, 
l’APJ, couplé aux protéines G. Elle a démontré des effets positifs dans l’augmentation du 
diamètre des vaisseaux sanguins [144] ainsi que dans l’angiogenèse tumorale [143]. Au cours 
de l’hypoxie, par exemple, la sécrétion d’apeline augmente rapidement ce qui suggère un effet 
précoce dans la réponse à l’ischémie. Elle agit aussi comme facteur mitogène et agent 
chimiotactique des cellules endothéliales [268] permettant une maturation du vaisseau, très 
importante pour renforcer les capillaires néoformés. Un réel bénéfice est donc attendu en 
termes de revascularisation sur des modèles animaux d’ischémie. 
L’utilisation de l’apeline pour l’angiogenèse thérapeutique de l’ischémie du membre inférieur 
est particulièrement intéressante car elle active un récepteur membranaire  : le RCPG, 
différent de ceux du VEGF, FGF2 et Cyr 61. Son association à ces facteurs laisse, donc, 
prévoir des effets synergiques sur la formation et la maturation des vaisseaux. 
 
Mon travail consiste à étudier l’effet de l’apeline administrée par thérapie génique sur le 
modèle murin d’ischémie aigüe du membre inférieur déjà en place au laboratoire. Le but a été 
d’évaluer l’effet de l’apeline sur la reperfusion sanguine et sur les vaisseaux au niveau 
macroscopique et microscopique afin de pouvoir l’associer ultérieurement à une autre 
molécule angiogénique. 
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RESULTATS 
 
 
Vecteurs et expression in vitro 
 
La séquence codant pour l’apeline murine a été amplifiée par PCR à partir d’un vecteur 
contenant l’ADNc d’apeline murine. La stratégie de clonage a consisté à insérer le fragment 
d’ADNc amplifié par PCR préalablement digérés par Xba I et Bgl II dans le squelette d’un 
vecteur du laboratoire contenant un promoteur viral CMV, un intron synthétique, le site de 
polyadénylation de l’ARNm de la β-globine de rat et d’un gène de résistance à l’ampicilline. 
Cette construction est appelée pCAPLm.(figure 1A) 
 
Afin d’évaluer l’efficacité du vecteur plasmidique pour l’expression de l’apeline, des cellules 
COS ont été transfectées avec les vecteurs pCAPLm et le vecteur témoin pCRiL. 
Le Western blot a été réalisé sur les culots cellulaires et la protéine a été détectée avec un 
anticorps reconnaissant la partie C-terminale de l’apeline (figure 1B). Trois bandes (10, 18 et 
24 kD) sont détectées alors qu’il n’y a pas de bande observée dans le culot des cellules 
transfectées par le vecteur témoin. Ces bandes correspondraient aux différentes formes de 
l’apeline.  
Ainsi, le vecteur construit a montré sa fonctionnalité dans le système cellulaire in vitro. 
 
Sécrétion de l’apeline et activité biologique de la protéine sécrétée 
 
Nous avons ensuite contrôlé la capacité de l’apeline murine à être sécrétée et son activité 
biologique a été testée à partir des milieux conditionnés issus des cellules transfectées par les 
vecteurs. Pour cela, un dosage par compétition a été réalisé pour déterminer l’activité de 
l’apeline sur son récepteur. Si l’apeline est présente dans le milieu conditionné, elle active la 
voie couplée au récepteur APJ qui aboutit à l’inhibition de l’adenylate cyclase et cela se 
traduit par une diminution de l’AMPc intracellulaire (figure 1C). 
L’apeline sécrétée provenant du vecteur pCAPLm entraîne une diminution de la concentration 
en AMPc (2,7 pmol/104 cellules) équivalente à celle observée dans les milieux contrôles 
contenant de l’apeline synthétique (2 pmol/104 cellules) et 4 fois inférieure à la concentration 
Résultats: EFFET DE L’APELINE CONTRE L’ISCHEMIE DU MEMBRE INFERIEUR 
 - 134 -
 
 
Résultats: EFFET DE L’APELINE CONTRE L’ISCHEMIE DU MEMBRE INFERIEUR 
 - 135 -
 en AMPc dans les milieux conditionnés avec le vecteur témoin (8,5 pmol/104 cellules) (figure 
1D). 
Cette expérimentation montre que le vecteur pCAPLm est fonctionnel et sécrète la protéine 
d’intérêt active. 
 
Expression des vecteurs in vivo 
 
La fonctionnalité du vecteur pCAPLm in vivo sur le modèle murin d’ischémie du membre 
inférieur développé au laboratoire a été testée. En effet, nous ne pouvons pas exclure une 
diminution de l’expression génique de ce dernier dû au stress hypoxique généré par la 
chirurgie.  
Dans ce but, nous avons pratiqué une exérèse de l’artère fémorale suivie de l’électrotransfert 
vecteur pCAPLm (n=3) ou du vecteur contrôle pCRF1AL+ (n=3) dans le tibialis anterior de 
souris C57Bl/6 ApoE-/-, âgées de 11 à 16 semaines.  
Cinq jours après l’électrotransfert, correspondant au pic maximal d’expression des vecteurs 
plasmidiques, les souris ont été sacrifiées, les muscles ont été prélevés et broyés. Un Western 
blot réalisé sur ces échantillons confirme l’expression de l’apeline dans notre modèle d’étude. 
L’immunodétection contre l’apeline a été réalisée avec l’anticorps anti-apeline C-terminal et 
en parallèle nous avons utilisé l’anticorps anti-GAPDH pour vérifier l’homogénéité des 
échantillons déposés. Les trois formes de l’apeline (10, 18 et 24 kD) sont détectées avec 
l’anticorps anti-apeline C-terminal que l’on ne retrouve pas dans les muscles électrotransférés 
avec le vecteur témoin (figure non montrée).  
 
Restauration de la perfusion et prévention des lésions nécrotiques 
 
Dans le but de déterminer l’effet de l’apeline sur la restauration de la perfusion au niveau du 
membre inférieur, des souris C57Bl/6 ApoE-/- femelles âgées de 12 à 15 semaines ont subi 
une exérèse de leur artère fémorale dans le but de créer une ischémie aigüe. Un premier 
groupe (n=6) a été électrotransféré avec le vecteur témoin pCRiL et le second groupe (n=7) a 
été électrotransféré avec le vecteur pCAPLm exprimant l’apeline murine. 
La perfusion du membre ischémique a été évaluée au laser Doppler selon le protocole 
préétabli. Au cours des mesures, plus précisément à J14 et à J21, les images obtenues n’ont 
pas permis la quantification pour des raisons techniques (figure 2A).  
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La courbe de restauration de la perfusion ne figure donc pas dans les résultats car cette 
expérience doit être reproduite pour pouvoir en tirer une conclusion. 
 
Nous nous sommes intéressés en parallèle à l’effet de l’apeline sur l’incidence des lésions 
nécrotiques, consécutives à l’hypoxie tissulaire sévère causée par la chirurgie (figure 2B). Il 
s’agit le plus souvent de nécrose d’orteils, d’ulcères ou bien d’une amputation spontanée. 
Nous avons établi un score de gravité en fonction des lésions observées (voir matériel et 
méthodes). 
On observe que les souris du groupe traité par l’apeline présentent une légère tendance à la 
diminution de la gravité des nécroses. Néanmoins elle n’est pas significative par rapport aux 
résultats obtenus précédemment pour d’autres facteurs (FGF-2 ou Cyr 61 par exemple). 
 
Effet de l’apeline sur la formation du réseau d’artères collatérales 
 
Lors d’une ischémie, des mécanismes d’adaptation permettent le développement d’artères 
collatérales, il est dès lors intéressant de vérifier si l’apeline a un effet positif sur la cinétique 
de cette réponse biologique. Nous avons réalisé une artériographie, 21 jours après l’opération 
sur les souris du groupe témoin traité pCRiL (n=6) et du groupe traité pCAPLm (n=6). 
Les angiogrammes les plus représentatifs sont présentés et les images brutes ont été retraitées 
pour les convertir en images quantifiables (figure 3A). 
Ainsi, après quantification, nous pouvons conclure que le groupe traité avec pCAPLm 
présente un réseau artériel 50% plus étendu que celui observé pour le groupe témoin (Figure 
3B). Le nombre de ramifications est multiplié par 2,5 (figure 3C) et la longueur totale du 
réseau est doublée (Figure 3D) au niveau du site ischémique.  
L’apeline a donc un effet majeur dans le développement du réseau d’artères collatérales en 
réponse à l’ischémie du membre inférieur. 
 
Evaluation microscopique de l’effet de l’apeline sur le modèle d’ischémie de la patte 
 
Sorli et al. (2007) ainsi que Kidoya et al. (2008) ont démontré que l’apeline permettait une 
augmentation du nombre de capillaires et qu’elle agissait positivement sur l’augmentation du 
diamètre des vaisseaux. Il était dès lors intéressant d’analyser son effet dans le modèle murin 
d’ischémie du membre inférieur. 
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Pour ce faire, nous avons réalisé divers marquages des capillaires, des vaisseaux matures et 
des fibres musculaires sur des coupes de muscles tibialis anterior, prélevés 21 jours après 
l’opération, des souris du groupe témoin pCRiL (n=6) et du groupe traité pCAPLm (n=6).  
La mise en évidence spécifique des capillaires sanguins, des vaisseaux matures et des fibres a 
été réalisée avec un anticorps primaire anti CD31, anti α-SMA et anti β-dystroglycane (β-DG) 
respectivement (Fig 4A). 
 
Les quantifications, rapportées à la surface totale de la coupe, montrent une nette 
augmentation du nombre de capillaires (figure 4B) et du nombre de vaisseaux matures (figure 
4C) chez les souris traitées avec l’apeline alors que le nombre de fibres reste constant (figure 
4D). 
 
En étudiant la répartition des vaisseaux en fonction de leur taille, on montre que l’apeline agit 
sur la formation de nouveaux capillaires dont la proportion est nettement supérieure comparée 
aux témoins (Figure 4E). La même étude sur les vaisseaux matures montre une augmentation 
de la proportion de vaisseaux de grande taille (>30µm²) confirmant que l’Apeline agit sur 
l’augmentation du diamètre des vaisseaux. 
 
L’ensemble de ces résultats montre que l’apeline augmente la revascularisation en agissant 
plus particulièrement sur l’augmentation du nombre de capillaires et de vaisseaux matures. 
L’apeline a également un effet trophique sur la taille des artères et artérioles. 
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CONCLUSION 
 
Mon objectif était de tester l’effet de l’apeline sur la revascularisation et la perfusion dans un 
modèle murin d’ischémie aigüe de la patte. Le but était de vérifier sa capacité à promouvoir le 
développement vasculaire par transfert de gène. A ce jour, aucune étude n’a été publiée au 
sujet de cette approche. Diverses études ont cependant permis d’attribuer à l’apeline un effet 
pro-angiogénique car elle permet d’augmenter le réseau vasculaire de modèles tumoraux 
[143] et présente des effets dans l’augmentation du diamètre des vaisseaux sanguins [144]. 
 
Après s’être assuré de la fonctionnalité in vitro et in vivo du vecteur plasmidique pCAPLm 
construit, nous avons réalisé un premier essai sur le modèle murin d’ischémie du membre 
inférieur pour observer l’effet de l’apeline sur le réseau vasculaire.  
Les expériences de transfection des cellules COS in vitro ont montré que le vecteur construit 
était fonctionnel : le Western blot a prouvé que l’apeline est produite et sécrétée par les 
cellules. Trois formes de l’apeline sont détectées mais les tailles obtenues sont supérieures à 
celles attendues (les différentes formes de l’apeline ont une taille comprise entre 1,4 et 4 KD). 
La différence de taille que nous observons est peut-être due à un effet de la migration : en 
effet les petites protéines présentent souvent une vitesse de migration qui ne correspond pas 
exactement à leur taille réelle. D’autre part, l’apeline peut être sujette à des modifications 
post-traductionnelle modifiant ainsi leur taille théorique.  
 
Nous avons donc testé le vecteur codant pour l’apeline sur ces souris ayant subi l’exérèse de 
l’artère fémorale droite, conservant la patte gauche comme témoin interne. En effet, comme 
chez l’homme, les réponses de chaque individu face au traitement sont variables. L’obtention 
des résultats sous forme de ratio (patte traitée/non traitée) est ainsi plus propice à 
interprétation. 
 
L’ensemble des résultats obtenus montre que l’apeline augmente les capacités de 
revascularisation des membres ischémiques en agissant à la fois sur le nombre et la taille des 
vaisseaux matures et sur le nombre de capillaires nécessaires à la diffusion de l’oxygène aux 
tissus. Néanmoins, l’apeline n’a que peu d’effet sur la prévention des lésions nécrotiques 
consécutives à la création de l’ischémie. Ces données seront discutées dans la discussion 
générale.  
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MATERIEL & METHODES 
 
Constructions plasmidiques  
L’apeline murine a été amplifiée par PCR à partir d’un vecteur contenant la séquence apeline 
murine avec les amorces suivantes : 
APL 5’ : 5’ AAATCTAGACCATGAATCTGAGGCTCTGCG 3’ 
APL 3’ : 5’AAAAGATCTACTAGTCTAGAAAGGCATGGGGCCCTT 3’ 
 
Le fragment PCR obtenu est digéré par des enzymes de restriction (Xba I et Bgl II), purifié 
(Geneclean turbo®) et inséré dans un vecteur présentant un promoteur viral du 
cytomégalovirus (CMV), un intron synthétique, le site de polyadénylation de l’ARNm, de la 
β-globine de rat et un gène de résistance à l’ampicilline. La construction résultante est 
nommée pCAPLm. 
 
L’amplification de plasmide est réalisée par transformation d’un clone d’Escherichia coli 
(DH5α) en milieu liquide LB (Luria Broth) + Ampicilline. La culture est incubée la nuit à 
37°C sous agitation. L’extraction et la purification de l’ADN plasmidique est réalisée à l’aide 
de kits commerciaux (Mega Endofree NucleoBond®). Un dosage effectué au NanoDrop 
permet de reprendre l’ADN dans du NaCl 0.9% pour utilisation in vivo à une concentration 
définie de 1,67 µg/µl ou eau Gibco® pour l’utilisation respectivement in vitro. 
 
Lignées cellulaires et milieux de culture 
Le milieu de culture des cellules fibroblastiques rénales de singe (COS) est composé de 
DMEM à 1 g/l de glucose supplémenté de 5% de SVF (sérum de vœu foetal), 1% de 
pénicilline-streptomycine et de 1% de glutamine.  
Le milieu de culture des cellules d’ovaire d’hamster chinois exprimant le récepteur humain 
APJ à l’apeline (CHOhAPJ) est composé d’EMEM à 1g/l de glucose additionné de 5% de 
SVF, 1% pénicilline, 1% de glutamine et de la geneticine (0,4 mg/ml) pour maintenir la 
pression de sélection des transfectants stables. 
Les cellules sont cultivées dans un incubateur à 37°C, 5% CO2. 
 
Transfection des cellules 
Les cellules COS en phase exponentielle de croissance sont ensemencées dans des plaques 6 
puits (6.104 cellules/puits). Vingt quatre heures plus tard, les cellules qui sont à 40-50 % de 
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confluence sont transfectées avec 2 µg de vecteur par puits selon le protocole du fabricant 
(Fugene-Roche®). Le rapport ADN/Fugene que l’on utilise est de 1 µg pour 3 µl. 
 
Extraction des protéines à partir culots cellulaires ou de muscles electrotransférés 
48 heures après la transfection, les tapis cellulaires sont lysés avec 200µl de tampon Ripa-1% 
SDS. Les concentrations protéiques sont ensuite mesurées (kit protein assay Bio-Rad DC®) 
(dosage à 690 nm) en utilisant la BSA comme solution étalon. L’équivalent de 30 µg de 
protéines de chaque échantillon est analysé par Western blot. 
 
Les muscles électrotransférés sont prélevés en fin de protocole, congelés dans l’azote liquide 
et broyés au moyen d’un homogénéisateur Ultra Thurax® dans 200µl de tampon Ripa-1% 
SDS. La concentration protéique de chaque échantillon est déterminée (kit protein assay Bio-
Rad DC®) et 150µg de protéines totales sont analysées par Western blot. 
 
Détermination de l'expression des protéines par Western Blot 
Les extraits protéiques sont séparés sur un gel d’acrylamide 4-20% (Pierce®) puis transférés 
sur membrane de nitrocellulose. Après blocage dans 5% de lait + TBST, la membrane est 
ensuite incubée avec un premier anticorps l’anti-C-terminal Apeline (77-65, lapin, 1 :1000) 
sur la nuit à 4°C, puis avec un anticorps secondaire anti-lapin couplé HRP (1 :10000ème) 
pendant 1h à température ambiante. La détection finale est effectuée par chémiluminescence 
avec le kit ECL (Amersham®). 
 
Dosage de l’AMP cyclique par essai radioimmunologique : 
Les cellules CHOhAPJ sont ensemencées dans des plaques 24 puits (5.104 cellules/puits). 48 
h après, les cellules sont lavées deux fois au PBS, puis incubées pendant 15 min à 37°C soit 
avec 0,5 ml de milieu EMEM en présence ou en absence d’apeline 13 synthétique (10-6 M) 
(contrôle positif); soit dans 0,5 ml de milieux conditionnés provenant de cellules COS 
tranfectées avec les vecteurs exprimant ou non l’apeline. Tous les milieux contiennent de la 
forskoline (20µM) qui permet d’augmenter la production AMPc pour pouvoir la détecter et du 
3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (0,5mM) qui inhibe les phosphodiestérases. La quantité 
d’AMPc est déterminée sur le lysat cellulaire des CHOhAPJ par un test radioimmunologique 
dans des tubes recouverts d’anticorps et en présence d’un traceur AMPc marqué à l’I125 
(Immunotech, Beckman Coulter). 
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Animaux et développement du modèle d’ischémie 
Les expérimentations sont réalisées sur des souris femelles C57BL/6 ApoE-/- provenant de 
l’animalerie de l’IFR150 et âgées de 12 à 15 semaines. Les anesthésies générales sont 
réalisées avec un mélange de kétamine (125 mg/kg de poids de l’animal) et xylazine 
(10mg/kg de poids de l’animal) en injection intra-péritonéale. 
Chaque souris est opérée à J0 pour subir une ligature de l’artère fémorale droite, sous le 
ligament inguinal, suivie de son exérèse sur toute sa longueur, jusqu’au début des artères 
poplitée et saphène (Couffinhal T et al. 1998).La patte gauche, non opérée, sert de témoin 
interne. 
 
Electrotransfert 
Après anesthésie générale, l’ADN plasmidique d’intérêt (50µg soit 30µl) est injecté au niveau 
du muscle tibialis anterior droit de chaque souris. La peau dépilée est enduite de gel 
conducteur. Les électrodes sont placées de part et d’autre du muscle puis un champ électrique 
est pulsé dans des conditions optimisées (Allera-Moreau C et al. 2007) : 8 pulse de 20ms 
(100V, 2Hz) séparés d’un intervalle de 480ms. Générateur : BTX ECM 830®. 
 
Mesure de perfusion par Laser Doppler (LDI) – Periscan System®  
 
La souris anesthésiée est installée en décubitus horizontal, les deux pattes symétriques. La 
source LASER du Doppler (PeriScan System®) est positionnée à une hauteur fixe et balaye 
un champ adapté à la taille du spécimen. L’acquisition du signal est réalisée 3 fois, le signal 
obtenu est défini sur une échelle de couleurs du rouge (haute perfusion) au bleu (pas de 
perfusion).  
L’analyse des données (LDPIwin®) consiste en la détermination d’une région de 
quantification sur chaque membre inférieur. Un ratio est calculé entre l’intensité moyenne du 
signal de reperfusion du membre ischémique par rapport au membre non opéré. 
 
Evaluation des lésions nécrotiques 
On surveille attentivement l’évolution des nécroses après l’opération et jusqu’à J21. 
L’incidence des lésions est quantifiée, quand elle est stabilisée, selon l’échelle suivante :  
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Signes cliniques 
 
Score clinique associé 0 1 2 3 
 
 
 
Artériographie 
Sous anesthésie, on expose l’aorte thoracique de la souris dans laquelle on introduit un 
cathéter de 24G (B-Braun®). Le secteur vasculaire est lavé avec 4ml de PBS 1X puis on 
injecte 0,5 à 0,8ml d’un produit de contraste (sulfate de baryum Micropaque à une 
concentration de 1g/ml). L’acquisition numérique est réalisée à l’aide d’un appareil de 
radiographie (Faxitron X-Ray ®) après une exposition de 10s à 22kV.  
Les images numérisées sont ensuite analysées, selon une zone d’intérêt prédéfinie, par le 
logiciel MorphoExpert (Explora Nova®) pour quantifier le réseau vasculaire (surface, taille et 
ramifications) en faisant le ratio entre la patte opérée et la patte non opérée. 
 
Immunohistochimie 
Les muscles prélevés sont congelés dans de l’isopentane refroidi à -80°C. Des coupes 
transversales de 7µm sont réalisées à l’aide d’un cryostat. 
Les capillaires sanguins sont mis en évidence spécifique par un anticorps primaire anti-CD31 
(PECAM-1) (1/50, rat anti-mouse CD31, Pharmingen) et un anticorps secondaire biotinylé. 
Après blocage des activités peroxydase endogènes, la révélation se fait en incubant les coupes 
avec de la streptavidine-HRP. 
Les vaisseaux matures sont mis en évidence par un anticorps primaire anti α-SMA (α-smooth 
muscle actin) couplé avec Cy3 (1/400, souris anti-human, Sigma®).  
Les fibres sont identifiées par marquage avec un anticorps primaire anti β-DG (β-
dystroglycane) (1/100, souris anti-humain, Novocastra®) couplé FITC et détectées par le kit 
M.O.M. (Vector®).  
Les images numérisées sont ensuite analysées par le logiciel MorphoExpert (Explora Nova®) 
et les quantifications de chaque marquage rapportées au µm². 
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Schéma du protocole  
 
La génération de l’ischémie par intervention chirurgicale détermine le J0.  
La mesure de la perfusion avec le Laser Doppler (LDI) est réalisée la veille de l’intervention 
(J-1), le jour de l’intervention juste après la chirurgie (J0), puis tous les 7 jours jusqu’à la fin 
du protocole.  
L’électrotransfert des plasmides dans le tibialis anterior est réalisé à J0 juste après la 
chirurgie et l’acquisition au Laser Doppler. 
L’évaluation des lésions nécrotiques éventuelles se fait à J7. 
Le prélèvement des muscles et l’artériographie sont réalisés en fin de protocole à J35. 
 
 
Schéma du protocole de suivi de la restauration vasculaire après une ischémie chirurgicale.  
 
 
Analyses statistiques 
 
Toutes les déterminations statistiques sont réalisées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 4 
software. Les données sont exprimées en moyenne + s.e.m. Des analyses de l’ANOVA à un 
ou deux facteurs ont été utilisées pour évaluer la significativité des différents groupes. Dans 
d’autres cas, les données ont été analysées avec un t-test. Un p<0,05 est retenu comme seuil 
de significativité. 
 
Artériographie 
LDI : Laser Doppler Imager 
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L’ischémie critique est une complication gravissime de l’artériopathie oblitérante du membre 
inférieur car malgré les progrès des techniques chirurgicales de revascularisation, le taux 
d’amputation de ces patients atteint les 40% et le taux de mortalité à 5 ans est de 50-75% 
[193]. Ainsi, favoriser les phénomènes d’angiogenèse naturelle en associant des angiogènes 
induisant la formation de vaisseaux collatéraux dans les tissus ischémiques est apparu comme 
un traitement alternatif très prometteur [31]. 
Pour cette pathologie où les thérapeutiques conventionnelles sont inadaptées ou inefficaces, 
nous avons choisi de développer des techniques de transfert de gènes pro-angiogéniques. La 
thérapie génique permet l’expression de la protéine d’intérêt à faible dose et de façon continue 
et ce mode d’administration a été démontré comme étant le plus efficace pour cette pathologie 
[193, 269]. Elle permet aussi l’administration de combinaisons de facteurs d’intérêt dont 
l’association laisse espérer une synergie d’action sur la pathologie.  
Afin de surexprimer des facteurs pro-angiogéniques, nous avons développé des cassettes 
d’expression génique dites « multicistroniques », basées sur l’utilisation d’activateurs 
traductionnels, les IRES permettant une traduction de chaque facteur à partir d’un seul 
ARNm. Ces facteurs ont de très nombreux mécanismes d’actions et leur association permettra 
la potentialisation de leurs effets. Les régulateurs positifs de l’angiogenèse (FGF2, Cyr61) 
induisent la reperfusion du membre en stimulant la formation de vaisseaux matures et 
fonctionnels sur le modèle murin de l’ischémie du membre inférieur.  
 
Le choix de la souris se justifie par les caractères de son réseau vasculaire qui se rapproche de 
celui de l’homme par la rareté du réseau d’artères collatérales [167]. Nous avons choisi de 
travailler sur des souris transgéniques C57Bl/6 Apo E-/- hypercholestérolémiques ayant un 
âge de 14 semaines en moyenne. L’hypercholestérolémie [169, 234] et l’âge avancé [173] ont 
montré leurs effets délétères et inhibiteurs sur les mécanismes de compensation physiologique 
(artériogenèse et angiogenèse) mis en jeu dans l’ischémie de la patte. C’est pourquoi, dans un 
modèle murin d’AOMI, il nous paraît essentiel de se placer dans ces conditions 
physiopathologique pour renforcer la valeur d’éventuels résultats positifs. 
La création du modèle ischémique nécessite une intervention chirurgicale. L’expérience 
récente de notre équipe reposait sur quelques essais réalisés sur un modèle basé sur la ligature 
seule de l’artère fémorale commune. Le niveau d’ischémie obtenu était insuffisant et la 
récupération après chirurgie trop rapide pour pouvoir évaluer les réponses liées aux vecteurs 
thérapeutiques. Nous avons développé et testé une autre modalité chirurgicale ischémiante 
dans la présente étude, à savoir la ligature associée à l’exérèse de l’artère fémorale telle que 
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l’ont décrite Pu en 1994 sur le lapin [270] et Couffinhal en 1998 sur la souris [174]. La 
comparaison de ces deux modalités met en évidence une perfusion du membre plus faible, 
mais aussi une hypoxie tissulaire plus importante avec l’exérèse complète de l’artère 
fémorale. Les données d’artériographie nous permettent de penser que le réseau de suppléance 
généré en cas de ligature seule est à l’origine d’une résistance plus faible à l’écoulement du 
sang liée à la présence d’artères collatérales plus courtes.  
Nous avons observé et évalué les conséquences de notre technique chirurgicale sur notre 
modèle. D’autre part, notre technique chirurgicale nous permet d’obtenir dans une population 
donnée, un niveau d’hypoperfusion post-opératoire au Laser Doppler homogène et 
reproductible. Ce n’est pas le cas du niveau d’hypoxie tissulaire que nous évaluons 
indirectement par la survenue de lésions nécrotiques. Au sein d’un lot de souris, nous 
constatons un niveau de lésions nécrotiques différent d’une souris à une autre alors qu’elles 
ont subi de la même chirurgie. Ce phénomène est lié à une variabilité de la mise en place du 
réseau d’artères collatérales préexistant d’une souris à une autre [271].  
 
 
Les facteurs pro-angiogéniques que nous avons sélectionnés dans notre étude sont FGF2 et 
Cyr61.  
En effet, comme vu précédemment, le FGF2 joue un rôle important dans la croissance des 
collatérales et la formation de capillaires et l’administration de FGF2 à différents modèles 
animaux d’ischémie permet l’induction de l’artériogenèse et diminue la survenue des lésions. 
Cyr61, identifié plus récemment, favorise la prolifération des EC d’une manière dépendante 
de la MEC en interagissant avec d’autres molécules de signalisation. De part sa forte affinité 
avec les HSPG, cette protéine est capable de déplacer des facteurs de croissance associés à la 
MEC, comme le FGF2, ce qui induit une prolifération des CE [123]. 
Dans le modèle le l’ischémie membre inférieur chez le lapin, le transfert du gène Cyr61 
permet de stimuler la revascularisation et améliore de façon significative la reperfusion 
tissulaire dans le membre ischémié [126].  
Cyr61 peut également réguler l’expression de gènes impliqués dans l’angiogenèse et le 
remodelage de la matrice dont VEGF-A, VEGF-C, le collagène de type 1, MMP1, MMP3 et 
des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs). 
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A côté de ces deux facteurs reconnus en temps que pro-angiogènes, nous avons choisi 
d’étudier l’apeline, une chemokine angiogénique qui pourrait compléter l’effet du ou des deux 
autres facteurs et optimiser l’angiogenèse en agissant sur une voie de signalisation différente. 
Mon objectif était de tester l’effet de l’apeline, administrée par transfert de gènes, sur la 
revascularisation et la perfusion dans un modèle murin d’ischémie aigüe de la patte. A ce jour, 
aucune étude n’a été publiée au sujet de cette approche même si diverses études ont démontré 
sa propriété pro-angiogénique sur le réseau vasculaire de modèles tumoraux [143] et son effet 
sur l’augmentation du diamètre des vaisseaux sanguins [144]. 
 
L’ensemble de nos résultats montre que l’apeline augmente significativement les capacités de 
revascularisation des membres ischémiques en agissant à la fois sur le nombre et la taille des 
vaisseaux matures et sur le nombre de capillaires nécessaires à la diffusion de l’oxygène aux 
tissus. Néanmoins, l’apeline n’a que peu d’effet sur la prévention des lésions nécrotiques 
consécutives à la création de l’ischémie.  
 
Ces constats amènent à réaliser de nouvelles expérimentations pour comprendre le mode 
d’action de l’apeline dans ce modèle. Pour tester la fonctionnalité des capillaires produits via 
la stimulation par l’apeline, il conviendrait de réaliser des coupes de muscle (tibialis anterior) 
dont le marquage immuno-histochimique ciblerait les péricytes (Anticorps primaire anti 
PDGF-Rβ) indispensables à la stabilisation des capillaires. On pourrait également étudier la 
fonctionnalité des vaisseaux en évaluant la perméabilité des néo-vaisseaux grâce à une 
technique, le test de Miles au bleu Evans dont l’extravasation cutanée peut être quantifiée. 
 
Ces résultats peuvent être confrontés à ceux obtenus avec le FGF2 ou Cyr61 sur ce même 
modèle. Lors des expérimentations, le FGF2 et Cyr61 augmentaient la reperfusion du muscle 
ischémique (visualisé au Laser Doppler) et la densité de capillaires visualisée sur les coupes 
de muscles. Par contre, si FGF2 permettait une réduction significative des lésions nécrotiques 
présentées par les souris traitées, Cyr61 présentait une action modérée sur la prévention de la 
survenue des lésions nécrotiques. De même, les souris traitées FGF2 présentaient un score 
angiographique similaire au témoin, dû probablement à la faible diffusion de FGF2 alors que 
Cyr61 présente un effet significatif sur le remodelage des collatérales. 
Toutefois, le facteur Cyr61 a révélé une action synergique une fois associé au FGF2, sur la 
revascularisation du membre inférieur, au plan macroscopique, microscopique et au niveau du 
score clinique. 
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Les résultats obtenus grâce à cette étude nous prouvent tout de même que l’apeline permet un 
développement vasculaire très important en réponse à l’ischémie induite par la chirurgie. Elle 
apparait comme un candidat très intéressant pour poursuivre l’élaboration d’un protocole 
d’angiogenèse thérapeutique malgré des effets peu prononcés sur la survenue des lésions 
nécrotiques. 
 
Une perspective intéressante serait ainsi de coupler l’apeline à un autre facteur angiogénique 
comme le FGF2 pour tester un potentiel effet complémentaire sur le même modèle murin. En 
effet, le score angiographique des souris traitées par l’apeline est significativement augmenté 
et pourrait complémenter l’effet du FGF2.  
 
De plus, l’apeline agit par l’intermédiaire d’une voie indépendante. En effet, le FGF2 induit la 
prolifération des cellules endothéliales et musculaires lisses en activant la voie des tyrosines 
kinases alors que l’apeline induit la prolifération des cellules endothéliales en activant son 
récepteur APJ (RCPG). De plus, les voies activées par le VEGF et le FGF permettent la 
surexpression de l’apeline et de son récepteur au sein des cellules endothéliales. Un effet 
synergique de l’association de ces facteurs est donc attendu. 
 
Dans cette indication, la construction d’un vecteur multicistronique basé sur l’utilisation 
d’IRES est actuellement un moyen simple et efficace permettant la co-expression de plusieurs 
facteurs angiogéniques, à dose contrôlée et continue.  
Le but ultime sera de déterminer une association de facteurs la plus apte à permettre la 
formation de nouveaux vaisseaux sanguins fonctionnels lors de l’ischémie du membre 
inférieur.  
 
 
De ce fait, nous avons débuté ce projet par la construction d’un vecteur bicistronique 
permettant la co-expression de deux molécules angiogéniques FGF2 et Cyr61 et ceci de par 
l’utilisation de l’IRES du FGF1. 
Comme il a été évoqué en introduction générale, FGF2 et Cyr61 activent des voies de 
signalisation indépendantes : la voie des tyrosine-kinases pour FGF2 et celles des intégrines et 
HSPG pour Cyr61. Ainsi, nous pouvons attendre de cette association des effets 
complémentaires et additifs sur la revascularisation dans le modèle murin d’ischémie de la 
patte. 
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Nos résultats ont montré que FGF2 et Cyr61 avaient des effets synergiques sur l’angiogenèse 
thérapeutique en générant la formation d’un réseau vasculaire plus abondant et plus 
fonctionnel que les vecteurs monocistroniques en dépit du fait que le vecteur bicistronique 
produit des taux plus faibles de molécules thérapeutiques FGF2 et Cyr61 que n’en produisent 
les vecteurs monocistroniques.  
De plus, fait important, le vecteur bicistronique n’induit pas d’effets indésirables tels que 
l’accélération du développement tumoral alors que cet effet est observé chez les souris traitées 
avec le vecteur monocistronique exprimant Cyr61 à de fortes concentrations.  
Ces résultats valident non seulement le concept de synergisme de 2 molécules co-exprimées 
par un vecteur de transfert de gènes unique mais également ils révèlent l’importance de la 
dose et du ratio des molécules angiogéniques et pas seulement l’efficacité de l’expression 
dans les protocoles de thérapie génique. 
 
L’effet synergique des deux facteurs est observé à travers tous les paramètres observés du 
réseau vasculaire remodelé : taille, longueur totale et densité artérielle et capillaire. Ainsi, les 
résultats montrent que l’association des deux molécules génère un réseau vasculaire plus 
stable et fonctionnel.  
L’efficacité de traitements combinés pour améliorer la revascularisation thérapeutique dans 
des modèles d’ischémie du membre a déjà été montrée par d’autres équipes, toutefois, nous 
avons montré une réelle synergie entre FGF2 et Cyr61. La différence remarquable, dans notre 
étude est que les doses produites par le bicistronique sont 5 à 10 fois plus faibles que celles 
obtenues avec les vecteurs monocistroniques. 
Malecki et al avait démontré que leur vecteur bicistronique basé sur l’utilisation de l’IRES 
d’EMCV permettant la co-expression de FGF2 et VEGF induisait, après administration du 
plasmide en intra-cutanée, la formation des vaisseaux de façon significativement plus efficace 
que les vecteurs monocistroniques exprimant FGF2 ou VEGF seul. Par ailleurs, ils avait 
également montré que l’effet du vecteur bicistronique était également plus stable dans le 
temps alors que le nombre de capillaires formé sous stimulation des vecteurs monocistronique 
à tendance à diminuer au cours de l’expérimentation. Toutefois, ils n’ont pas évalué l’effet de 
leur vecteur sur un modèle d’ischémie critique, ni quantifié la quantité de facteurs produite 
par chaque cistron [263]. 
Le principal mécanisme décrit est l’interaction des voies FGF2 et Cyr61 est que Cyr61 ayant 
une haute affinité pour les HSPG, est capable de déplacer le FGF2 de la matrice 
extracellulaire [123].  
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En plus des effets intrinsèques de chaque facteur sur la croissance des vaisseaux, la faible 
dose de Cyr61 produite par le vecteur permettrait de déplacer le FGF2 endogène fixé à la 
MEC mais aussi empêcher la séquestration du FGF2 produit par le vecteur dans la MEC. Le 
résultat serait une diffusion efficace du FGF2 dans toute la patte. En effet, de fortes 
concentrations de FGF2 ont été détectées dans le sérum de souris traitées par le vecteur 
bicistronique (résultats non présentés). Ceci pourrait expliquer l’augmentation de l’effet 
artériogénique de FGF2 dans la cuisse quand celui-ci est co-exprimé avec Cyr61.  
Une autre question intéressante est de savoir pourquoi les vecteurs bicistroniques produisent 
moins de facteurs angiogéniques que les vecteurs monocistroniques. Le plus faible niveau 
d’expression concerne les deux cistrons. L’analyse du taux d’ARNm dans des myoblastes 
C2C12 en culture suggère que le taux d’expression protéique résulte d’évènements 
traductionnels plutôt que de l’altération de la stabilité des ARNm. La plus faible expression 
peut être due à l’influence de l’IRES du FGF1 sur la traduction des deux cistrons. 
On peut faire l’hypothèse que des ITAF (IRES trans-acting factor) limitant, pourraient 
contrôler le recrutement dans les polysomes et par ce fait influencer la traduction des deux 
cistrons.  
Toutefois, cette co-expression contrôlée de deux facteurs pro-angiogéniques constitue un 
véritable atout. Dans beaucoup études évaluant des stratégies de thérapie génique, le ratio 
bénéfice/ risque n’est pas évalué et pourtant la thérapie pro-angiogénique peut causer des 
effets indésirables comme vu précédemment, c’est donc un paramètre à prendre en compte 
dans les études précliniques à venir. Comme les résultats le montrent, la surexpression de 
Cyr61 accélère la croissance tumorale B16 chez la souris alors que l’effet synergique local du 
bicistronique permet éviter les effets indésirables sur la croissance tumorale ou 
potentiellement l’aggravation de la rétinopathie diabétique. De plus, une plus faible 
expression pourrait ainsi limiter l’élimination du vecteur par le système immunitaire de la 
souris et ainsi permettre une expression à long terme. Cette expression à plus long terme est 
cohérente avec des données de l’équipe qui ont montré un ratio stable de deux molécules 
d’intérêt. Ainsi, l’expression prolongé, à faible dose et stable des deux facteurs est en faveur 
de l’établissement d’un réseau vasculaire stable et fonctionnel. En particulier, le ratio pourrait 
être très important pour maintenir l’effet synergique des molécules angiogéniques. 
 
Nous avons crée un outil pouvant être évalué au cours d’essais cliniques futurs chez des 
patients atteints d’ICMI. En effet, nous avons montré sur un modèle expérimental donné, que 
Discussions, Conclusions et Perspectives 
 - 157 -
la dose de vecteur bicistronique utilisé présente un excellent ratio bénéfice/risque dépourvue 
d’effets indésirables sur la croissance tumorale.  
Ces résultats fournissent d’importantes perspectives pour le traitement de l’ICMI.  
 
 
 
Dans le but d’améliorer encore l’efficacité de ces cassettes d’expression, plusieurs approches 
peuvent être considérées : l’ajout de facteurs pro-angiogéniques supplémentaires et/ou 
l’utilisation de vecteurs AAV qui permettent une durée d’expression très longue du transgène. 
 
En effet, le vecteur multicistronique offre la possibilité d’ajouter un troisième ou un quatrième 
facteur angiogénique grâce à l’utilisation d’un second ou troisième IRES et ceci pour 
augmenter la synergie entre les facteurs. Le but est d’obtenir du réseau vasculaire fonctionnel 
et stable avec de très faibles doses de facteurs proangiogéniques et ainsi diminuant encore le 
risque d’apparition d’effets indésirables.  
Plusieurs associations avec d’autres facteurs pro-angiogéniques sont envisageables, par 
exemple : 
- l’apeline : facteur pro-angiogénique puissant, comme on a pu le démontrer, stimulant 
de façon globale le réseau collatéral et capillaire, 
- le FGF1 : hormis son action pro-angiogénique, il possède des propriétés trophiques 
sur le muscle squelettique [272]. Cette propriété est primordiale car au cours de 
l’ICMI, les patients présentent généralement une atrophie musculaire consécutive à 
l’hypoxie, 
- le PDGF : facteur pro-angiogénique ayant également des effets stimulateurs sur les 
péricytes et les cellules musculaires lisses, cellules indispensables à la stabilisation des 
vaisseaux néoformés [30], 
- Le VEGF, Ang et de très nombreux facteurs… 
 
 
Dans notre modèle murin d’ischémie de la patte, l’évaluation de la reperfusion durant 120 
jours du flux sanguin dans la patte ischémiée, au laser Doppler, nous a permis d’identifier 
deux phases: une phase de récupération rapide, appelée aussi compensation physiologique 
ou ischémie aigüe en 3 semaines suivie d’une phase stationnaire durant laquelle la 
reperfusion partielle reste stable pendant au moins 120 jours (figure 14). 
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A                                                                               B 
Figure 14 : Cinétique de reperfusion du membre ischémié au Laser Doppler. La courbe bleue représente la 
reperfusion naturelle du membre ischémié de la souris et la courbe rouge pointillée représente la reperfusion du 
membre après traitement par un plasmide (A) et un AAV (B) (courbe théorique). La durée d’expression des 
vecteurs est représentée par la courbe verte dans chaque schéma. 
 
 
Durant cette phase d’ischémie aigüe, un environnement favorable aux mécanismes de 
compensation ou proartériogénétique se met en place. Cet état a été mis en évidence par Tang 
en 2005 chez le rat [273] est caractérisé par la présence de lésions nécrotiques sévères, d’une 
réaction inflammatoire, et d’un gradient de pression fort, générant un shear stress plus 
important sur l’endothélium et une augmentation de la densité capillaire au niveau des 
muscles ischémiés. Cette constatation nous amène à penser qu’il existe un biais dans l’analyse 
des effets des vecteurs quand nous les testons dans cette phase d’ischémie aigue.  
Durant la phase de plateau, le réseau de collatérales s’est stabilisé mais ne permet pas une 
récupération complète de la perfusion sanguine (60 à 80% du flux normal), c’est une phase 
d’ischémie chronique.  
Nous avons pour l’instant testé nos vecteurs thérapeutiques seulement lors de la phase 
d’ischémie aigue du fait de la chute de l’expression des vecteurs plasmidiques au-delà de 28 
jours post électrotransfert.  
Nous souhaitons dans la suite du projet, transférer la cassette multicistronique dans un vecteur 
AAV en s’adaptant aux contraintes de taille. Ces vecteurs, non pathogènes, permettent 
l’expression à long terme, plusieurs mois d’après des données du laboratoire, et à doses 
modérées contrairement aux vecteurs plasmidiques qui permettent une expression limitée à 28 
jours [274] (figure 14-A). Par ce moyen, nous pourrons tester l’effet de l’association de 
facteurs sur la phase d’ischémie aigue et sur la phase de plateau d’ischémie chronique à J21 
(figure 14-B). En effet, cette phase qui correspond à un état d’ischémie chronique se 
rapproche le plus de la physiopathologie humaine. Il est important de répondre à cette 
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question dans la mesure où la plupart des études publiées utilisent des modèles murins 
d’ischémie aiguë ne reproduisant que partiellement l’ischémie chronique chez l’homme. 
Ainsi, le vecteur AAV exprimant FGF-2 et Cyr61 permettra peut-être d’agir sur les deux 
phases ischémiques, avec l’espoir d’obtenir une reperfusion sanguine maximale (figure 14-B, 
courbe pointillée rouge théorique). 
 
De par ses propriétés, le vecteur bicistronique constitue un médicament pouvant être évalué 
au cours d’essais cliniques futurs chez des patients atteints d’ICMI. 
En conséquence, de par la gravité de la maladie et l’absence de traitements efficaces, nous 
souhaitons nous diriger vers la mise en place un essai clinique évaluant l’effet de notre 
vecteur plasmidique dans cette indication à l’hôpital de Rangueil.  
En effet, à l’heure actuelle, les vecteurs plasmidiques sont plus proches d’une utilisation en 
clinique que les autres pour des questions de sécurité et de production. 
Pour cela plusieurs étapes sont à envisager : sécuriser notre vecteur plasmidique et le tester 
sur différents modèles animaux. 
Les constructions non virales sont faites d’ADN nu susceptibles d’être testées en clinique se 
présentent sous forme de plasmides optimisés comme les minicercles ou les plasmides pCOR. 
Les minicercles ne contiennent ni séquence de résistance aux antibiotiques pour éviter les 
dangers éventuels de leur dissémination dans l’environnement ni séquence d’origine de 
réplication dans les bactéries. Les plasmides pCOR « conditional origin of replication » ne 
peuvent se multiplier que dans une souche spécifique d’Escherichia coli qui elle même ne 
pousse que dans un milieu spécial. Comme les minicercles, ils ne possèdent pas de gène 
marqueur de résistance aux antibiotiques [275]. C’est ce dernier squelette qui a été choisi pour 
le design du vecteur NV1FGF en cours d’essai clinique de phase III (étude TAMARIS) [213, 
217]. 
 
L’évaluation de notre vecteur thérapeutique devra être réalisée sur un deuxième modèle 
animal probant. La législation prévoit que le premier modèle puisse être un rongeur (souris, 
rats, cobayes et hamsters principalement), dans notre cas la souris ApoE -/-. Le deuxième 
modèle doit être impérativement un modèle non rongeur soit le lapin, le chien ou le porc… 
Les études précliniques doivent être complétées d’études toxico-pharmacologiques ont pour 
objet d’établir, préalablement à l’essai clinique, l’efficacité (en intensité et en durée), 
l’innocuité et le devenir des préparations administrées [276].  
Ces études devront porter sur le vecteur et le produit final.  
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Des études évaluant le devenir du transgène dans l’organisme doit être menées avant tout 
essai clinique.  
Des études pharmacocinétiques évalueront des données essentielles : la biodisponibilité du 
vecteur et la durée de son expression. Les études de distribution du matériel injecté 
rechercheront la présence du transgène dans les tissus, notamment dans les gamètes pour 
tester le risque de transmission à la descendance, et définiront également les lieux 
d’expression de la protéine. L’analyse des excreta doit être poursuivie durant une période 
suffisante pour évaluer le risque de dissémination dans l’environnement. 
Après avoir étudié ces paramètres et prouvé l’innocuité du vecteur, nous pourrons envisager 
de programmer un essai clinique. Ce dernier doit être assuré par des médecins cliniciens et 
répondre aux exigences de la Loi Huriet. Les conditions d’inclusion et d’exclusion doivent 
être clairement définies ainsi que les tests de sécurité et d’efficacité utilisés. Les essais 
relèvent, en général, des phases I ou II. Dans le cas de la thérapie génique, les essais de phase 
I se font chez des malades sont sans bénéfice direct attendu et ont pour objectif d’évaluer la 
sécurité d’emploi du produit. Les essais de phase II étudient l’activité à court terme du produit 
et permettent de préciser la posologie appropriée. Ces deux types d’essais sont souvent 
combinés. En effet, des tests de dose-réponse doivent être établis chez l’homme au cours 
d’essais cliniques, en particulier à cause des profondes altérations histologiques qui 
caractérisent l’ischémie critique du membre et qui pourrait altérer l’efficacité de transfection 
et l’expression du vecteur [276]. 
Après l’enthousiasme dans les années 1980 et la déception dans les années 1990-2000 
suscitées par le concept de thérapie génique, des efforts notables ont été réalisés depuis une 
dizaine d’années afin de rendre possible l’application de la thérapie génique en clinique 
humaine.  
Les résultats actuels ont apporté la preuve que la thérapie génique représentait une méthode 
efficace de traitement de certaines maladies héréditaires monogéniques et multigéniques.  
Le premier médicament du monde issu d’une thérapie génique lancé sur le marché après avoir 
passé avec succès les tests cliniques est la Gendicine, un adénovirus recombinant de type 5 
porteur du gène p53, développé pour lutter contre le cancer. Les autorités de la République 
populaire de Chine ont donné le feu vert à sa commercialisation le 16 octobre 2003 pour 
traiter les patients atteints de cancers du nasopharynx. Actuellement, 52 essais cliniques de 
phase III menés dans le monde entier sont en cours et vont probablement aboutir à la 
commercialisation de nouveaux médicaments de thérapie génique dans les mois et les années 
à venir dont le NVFGF1 indiqué contre l’ischémie critique des membres inférieurs .
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